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RESUMO

Carvalho LM. Perfil de metilagdo do DNA de pacientes com lupus eritematoso sist€émico
com e sem excesso de peso: estudo exploratorio [dissertagdo]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2024.

O lUpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca inflamatdria autoimune cuja
fisiopatologia envolve a interagdo de fatores ambientais, hormonais, genéticos e
epigenéticos. Estudos tém revelado um perfil de hipometilagdo do DNA em pacientes com
LES, especialmente em células e vias do sistema imune. A literatura aponta que o excesso
de peso nesses pacientes pode acarretar uma maior atividade da doenga, com piora da
qualidade de vida e aumento do risco de doengas cardiovasculares. Apesar de ja ser descrito
que o excesso de peso e obesidade também modulam o perfil de metilagdo do DNA, estudos
sobre modificagdes epigenéticas no binomio LES e excesso de peso ainda sdo escassos.
Assim, o presente estudo transversal e exploratdrio teve como objetivo avaliar se existe um
perfil epigenético especifico em pacientes com LES com excesso de peso e com peso
adequado. Selecionou-se 51 pacientes do sexo feminino, no periodo pré-menopausa, com
idade entre 18 e 45 anos, atividade da doenga controlada, sob tratamento com prednisona em
dosagem <10 mg/dia e sob tratamento com cloroquina em dose estavel. As pacientes foram
divididas em dois grupos de acordo com o estado nutricional segundo o indice de massa
corporal (IMC): grupo EUT composto por 23 pacientes com peso adequado (IMC entre 18,5
e 24,9 kg/m?) e grupo EP composto por 28 pacientes com excesso de peso (IMC >25 kg/m?).
Avaliou-se parametros sociodemogréaficos, clinicos, bioquimicos, hematoldgicos,
imunolégicos e inflamatorios. Para analise de metilacdo do DNA e expresséo génica coletou-
se amostra de tecido adiposo subcutaneo abdominal por procedimento de bidpsia. A analise
de metilagdo do DNA foi conduzida com o ensaio Infinium Human Methylation EPIC
Beadchip (Illumina), considerando mudancas no nivel de metilacao de cada CpGs com valor
minimo de 5%, p<0,001 e taxa de falsa descoberta <0,05. A analise da expressdo dos genes
alvos foi realizada por reagdo em cadeia de polimerase, utilizando o método 224, O grupo
EP apresentou valores IMC, percentual de gordura, fragdes de colesterol total e porcentagem
de linfocitos superiores ao grupo EUT. Em contrapartida, concentracBes séricas de acido
félico foram menores no grupo EP. Observou-se 28.577 sitios CpGs diferencialmente
metilados entre os grupos (36,6% na regido promotora). Destes, 3.730 CpGs estavam
hipometilados em pacientes com excesso de peso e foram relacionados a via metabolica da
autoimunidade e intera¢do das citocinas com seus receptores. Por outro lado, 3.342 CpGs
estavam hipermetilados em pacientes do grupo EP, sendo relacionados ao metabolismo ¢
degradagdo de acidos graxos. Observou-se maiores niveis de expressdo de DNMT1, TNF-q,
IL-6, LEP, ADIPOQ nos pacientes do grupo EP. Pacientes com LES e excesso de peso
apresentam uma assinatura epigenética distinta daqueles com peso adequado, a qual pode
estar relacionada as manifestacdes da doenga.

Palavras-chave: Lupus eritematoso sistémico. Inflamacao. Obesidade. Tecido adiposo.
Metilacao do DNA. Epigenética.



ABSTRACT

Carvalho LM: DNA Methylation profile of patients with systemic lupus erythematosus and
normal weight or excess body weight: an exploratory study [dissertation]. Sao Paulo: Faculty
of Medicine, University of Sao Paulo; 2024.

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune inflammatory disease whose
pathophysiology involves the interaction of environmental, hormonal, genetic, and
epigenetic factors. Studies have revealed a profile of DNA hypomethylation in SLE patients,
especially in cells and pathways related to immune system. The literature suggests that
excess body weight in these patients may lead to increased disease activity, worsening
quality of life, and elevated risk of cardiovascular diseases. Despite the known modulation
of DNA methylation profiles by overweight and obesity, studies on epigenetic modifications
in the context of SLE and excess body weight remain scarce. Therefore, this cross-sectional
and exploratory study aimed to assess whether there is a specific epigenetic profile in SLE
patients with excess weight or normal weight. Fifty-one premenopausal female patients,
aged 18 to 45 years, with controlled disease activity, under treatment with prednisone with
dose <10 mg/day, and stable chloroquine dose, were enrolled. Patients were divided into two
groups based on body mass index (BMI): the normal weight group consisting of 23 patients
with BMI between 18.5 and 24.9 kg/m?, and the excess weight group consisting of 28
patients with BMI >25 kg/m?. Sociodemographic, clinical, biochemical, hematological,
immunological, and inflammatory parameters were evaluated. For DNA methylation and
gene expression analysis, samples of abdominal subcutaneous adipose tissue were collected
by biopsy. DNA methylation analysis was performed using the Infinium Human Methylation
EPIC Beadchip assay (Illumina), considering changes in methylation levels of each CpG
with a minimum value of 5%, p <0.001, and false discovery rate <0.05. Gene expression
analysis of target genes was performed by polymerase chain reaction, using the 24“‘method.
The excess weight group showed higher BMI, percentage of body fat, total cholesterol
fractions, and lymphocyte percentage compared to the normal weight group. Conversely,
serum concentrations of folic acid were lower in the excess weight group. A total of 28,577
CpG sites were differentially methylated between the groups (36.6% in the promoter region).
Of these, 3,730 CpG sites were hypomethylated in patients with excess weight and were
associated with the autoimmunity and cytokine-receptor interaction pathway. On the other
hand, 3,342 CpG sites were hypermethylated in patients of the excess weight group and were
related to the metabolism and degradation of fatty acids. Also, higher levels of DNMT1,
TNF-a, IL-6, LEP, and ADIPOQ expression were observed in patients of the excess weight
group. Patients with SLE and excess body weight show a unique epigenetic signature than
patients with normal weight, which may be related to disease’s clinical manifestation.

Key words: Systemic lupus erythematosus. Inflammation. Obesity. Adipose tissue. DNA
methylation. Epigenetics.
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1. INTRODUCAO

O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ reconhecido como uma doenca inflamatoéria de
carater autoimune, que pode acometer regides pontuais (em estdgios iniciais) ou sist€émicas
(representados como mau prognostico e de estagio tardio), prejudicando o pleno funcionamento
dos 6rgios e seus respectivos sistemas biologicos '. De maneira geral, a doenga possui etiologia
desconhecida, mas sabe-se que ¢ desencadeada a partir da agdo de autoanticorpos relacionados
a antigenos celulares (nucleares e citoplasmaticos), cujo a ligacdo entre estes elementos
promove a ativacdo exacerbada do sistema imunoldgico, resultando em uma inflamagao
progressiva, além do dano tecidual 2. O conjunto de processos que envolvem a fisiopatologia
do LES ¢ associado a interacdo de diversos fatores, sendo cles ambientais, hormonais ¢
genéticos/epigenéticos >*. As manifestagdes clinicas do LES sio heterogéneas e podem ser
caracterizadas por diversos sintomas, nos quais a intensidade e local de acometimento sdo
tipicamente descritos de acordo com o periodo de manifestagdo do quadro inflamatorio,
incluindo lesdes na pele (em maior frequéncia), nas articulagdes, em membranas que revestem
o coragao (pericardio) e pulmao (pleura), além de alteragdes renais (nefrites), neuropsiquiatricas
e hematolégicas (leucopenias, trombocitopenias e eritropenias) 2.

As alteragdes no sistema imune no LES sdo geradas, principalmente, a partir da resposta
inflamatoria de linfocitos T (do tipo CD4+) auto reativos, no qual uma sequéncia/cascata de
reacdes desencadeadas por este grupo celular promovem a secrecdo exacerbada de interleucinas
(IL) pro-inflamatérias, como IL-6, 1L-2, IL-17, IL-22, culminando no comprometimento

tecidual >°

. Além disto, este desequilibrio imunologico € potencializado pela ativacao e a¢do de
autoanticorpos reativos anti-DNA que, ao se ligarem aos antigenos e formarem complexos
imunes, podem se depositar em membranas de 6rgdos-alvo comprometendo a funcionalidade
dos mesmos 7.

Alguns estudos demonstraram a interacao do LES a outras doencas como, por exemplo,

1" além de excesso de peso e obesidade '> — que aqui em

caquexia '°, diabetes mellitus
particular, sera o principal objeto de estudo. A obesidade tem papel potencial para a progressao
do LES, uma vez que este sinergismo ¢ atribuido ao tecido adiposo (TA), sendo este considerado
um dos elementos de maiores modulagdes imunometabolicas %12,

As alteracdes morfoldgicas do TA desencadeadas pela obesidade sdo conduzidas pela
sinaliza¢do de células imunoldgicas ativas e secrecdo de adipocinas importantes, como leptina,
adiponectina e resistina 3. A hipertrofia e hiperplasia da matriz adiposa decorrente do

desbalanco energético leva ao crescimento do tecido com consequente hipdxia e aumento da
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lipdlise, promovendo maior circulagdo de 4cidos graxos, além da resisténcia a insulina e

aumento do estresse oxidativo 416,

Essa inflamacdo cronica e de baixo grau decorrente do
excesso de TA pode representar um mau progndstico ao LES, com piora da atividade da doenga
I7.18 Entretanto, os achados que descrevem essa associagio entre LES e obesidade demonstram-
se escassos atualmente, mas ja apresentam concordancia no que diz respeito a tais interacdes
imunometabélicas '°.

Os mecanismos epigenéticos sao as alteracdes na estrutura do DNA e cromatina
responsaveis por modular as atividades de expressdao génica, podendo ser ocasionadas por
heranca, por meio de efeitos ambientais (e.g. tabagismo, poluicdo do ar, pratica de exercicio
fisico e alimentagdo) ou decorrentes de alteragdes metabdlicas do proprio organismo como
estresse oxidativo e infeccdes 2°. As alteragdes epigenéticas podem ser caracterizadas em: i.
modificagao de histonas, ocorrendo por reagdes de acetilagao, metilagao, ou fosforilagdo destas
proteinas.; ii. metilacdo de DNA, caracterizado pela inser¢ao de grupos metil (CH3) ao carbono
(5) da citosina, por meio de enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs), e iii.
RNAs ndo codificantes que sdo moléculas de RNA nao transcritos, que regulam cerca de 90%
da expressdo ou silenciamento de genes alvo, ocasionalmente em eventos poOs-transcricionais,
a partir da degradagdo do RNA mensageiro (mRNA) ou inibi¢do do processo de tradugdo de
proteinas 202!,

Ademais, diversas evidéncias apontam uma hipometilagio do DNA em pacientes com
LES >%22 principalmente em genes codificadores de citocinas (IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e IL-
17A), o que lhes confere maiores niveis de transcri¢do de linfocitos T do tipo CD4+, além da
produgio exacerbada de autoanticorpos e maiores niveis de danos teciduais 2.

Portanto, definir as diferengas dos perfis epigenéticos de pacientes com LES e/ou
associado ao excesso de peso e obesidade ¢ ainda de grande complexidade, mas necessarios,
devido a sua total importancia para a melhor compreensdao dos seus respectivos aspectos
imunometabdlicos, considerando tanto a influéncia entre as doengas, abordagem terapéutica de

melhor atenuacgao, a fim de direcionar o método mais assertivo para a condugao de melhora do

progndstico individual.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Luapus eritematoso sistémico

O LES ¢ uma doenga reumatica inflamatéria autoimune, de etiologia desconhecida, que
pode afetar varios o0rgdos e sistemas. De maneira geral, a patologia se estabelece quando o
sistema imunolégico do individuo reconhece como antigeno os proprios tecidos/células
saudaveis, desencadeando um processo inflamatdrio em cascata 2. Este evento desencadeia a
producao de autoanticorpos, que favorecem a formagdo de complexos imunes que podem se
depositar em vérios 6rgios e articulagdes, causando inflamacdo e danos teciduais 2. Dentre as
manifestagoes clinicas do LES estdo descritos quadros de fadiga, dores articulares e musculares,
lesdes de pele na face * (comumente descrita como “rash malar”), sensibilidade a luz solar >°,

febres, alopecia, anemia e, em casos mais graves, nefrites 2°, complicacdes cardiacas >’ e

2 Essas manifestagdes podem variar

respiratorias 2%, além de distiirbios neuroldgicos
significativamente entre os pacientes de acordo com o periodo de manifestagcao do quadro, bem
como com a atividade da doenga.

O LES afeta desproporcionalmente mulheres jovens e certos grupos étnicos, como
negros, hispanicos e asidticos, que apresentam taxas de incidéncia e prevaléncia mais altas do
que grupos étnicos brancos *°. Sabe-se que os casos de LES variam consideravelmente entre
diferentes regides geograficas, com uma ampla faixa de incidéncia e prevaléncia em todo o
mundo. Dados de estudos recentes mostraram que a incidéncia anual do LES oscilou entre 1,5
e 11 por 100.000 pessoas, enquanto a prevaléncia global variou entre 7 e 13.000 por 100.000

individuos 3%3!

. Essas diferencas podem ser atribuidas ndo apenas a variagdes reais, mas
também a diferengas no desenho do estudo, defini¢cdes de caso e critérios de classificacao da
doenga. Em todo o mundo, pacientes com LES apresentam uma taxa de mortalidade duas a trés
vezes maior do que a da populagdo em geral, com causas frequentes de morte incluindo doengas
infecciosas e doencas cardiovasculares >'.

Apesar do LES ainda possuir etiologia desconhecida, sabe-se que a sua ativagdo, bem
como suas manifestagdes clinicas e progressao da doenca se dao a um conjunto de fatores
(Figura 1) associados a uma predisposicdo imune e genética (mutagdes, epigenética,
hereditariedade) associadas ao estilo de vida, como por exemplo, exposi¢do a luz solar (UV),

poluicdo, uso de medicamentos (e.g. hidralazina e procainamida), dieta inadequada,

sedentarismo e infecgdes por patogenos (bactérias, fungos, virus) »¥. Dito isto, o processo de
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ativacdo da cascata imune se dé a partir da produciao de antigenos pelas células dendriticas,
promovendo a resposta inflamatdria de linfocitos T CD4+ auto reativos, os quais irdo produzir
de forma exacerbada citocinas inflamatoérias [IL-6, IL-23, IL-22, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a)]. Tais citocinas, por sua vez, ativam os linfocitos B responsaveis pela secrecao de
autoanticorpos antinucleares e citoplasmaticos, gerando uma situagdo denominada como “caos
metabolico”, comprometendo a integridade e funcionamento de 6rgaos, membranas, mucosas

e articulacdes .

Figura 1 - Principais fatores etiologicos e manifestagdes clinicas do lupus eritematoso sistémico.

T

Predisposigdo Gentética Fatores  Fatores Imunolégicos
Ambientais

s;

Ativacdo da doenga e Manifestagoes Clinicas

Transtornes  Dermatites ealta  Disfungbes Transtornos Artrite
Hematologicos sensibilidade Cardiacas e Neuropsiquiatricos
Renais e motores

Fonte: Elaboragao propria. CO,: Dioxido de carbono.

Nesse cendrio, estudos demonstraram que individuos com LES podem apresentar

36,37 ¢ obesidade *® . Tais

quadros de diabetes mellitus *, hipertensdo °, infecgdes oportunistas
distarbios podem ser potenciais consequéncias do acometimento motor, estilo de vida limitado,

além do tratamento por longos periodos com classes medicamentosas de grandes efeitos
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adversos como os glicocorticoides e imunossupressores >>%°. Ainda, destaca-se que as doengas
cardiovasculares contribuem significativamente para uma maior morbidade e mortalidade
associadas a doencga, devido a complicagdes como aterosclerose precoce, doenga coronariana,
insuficiéncia cardiaca e acidente vascular cerebral *!. Em paralelo, a obesidade também tem
sido identificada como um fator relevante neste contexto do LES, sendo prevalente em cerca
de 30 a 40% dos pacientes, associando-se aos agravos metabolicos descritos *!.

O diagnostico do LES pode ser desafiador devido a apresentagao heterogénea da doenga,
o que pode se sobrepor a outras condi¢des clinicas **. Ndo ha um unico teste para diagnosticar
o LES, sendo necessaria uma avaliagdo abrangente que inclua historia clinica detalhada, exames
de sangue, imagem, urina ¢ exames fisicos. Assim, algumas ferramentas s3o utilizadas na
prética clinica, dentre elas o SLEDAI (em portugués, Indice de Atividade da Doenga Lupus
Eritematoso Sistémico) e o SLICC (em portugués, Clinicas Colaboradoras Internacionais de
Lupus Sistémico) . O SLEDALI, é uma ferramenta clinica desenvolvida para medir a atividade
da doenga de individuos com LES que avalia uma série de descritores, incluindo, mas nao se
limitando a: proteinuria, erupgdes cutaneas, alopecia e lesdes de mucosas, que sao pontuados
com base em sua presenga e gravidade **. O SLEDALI foi projetado para distinguir entre lesdes
ativas e cronicas, com o objetivo de fornecer uma medida global da atividade da doenga. Além
disso, esse indice foi validado como uma ferramenta sensivel ao tempo, o que o torna 1til para
monitorar mudangas na atividade da doencga ao longo do envelhecimento do paciente +°.

J& a ferramenta SLICC (ou SLICC/ACR) é composto por itens que representam danos
permanentes e irreversiveis que ocorreram apds o diagnostico de LES. Os itens incluem
manifestagdes clinicas como: infarto do miocardio, acidente vascular cerebral ou perda de visdao
46 A pontuacio total do SLICC reflete a extensdo do dano acumulado ao longo do tempo,
fornecendo uma medida objetiva e padronizada do impacto do LES na satide do paciente, sendo
também utilizado como um preditor de mortalidade futura. Portanto, a avaliagao do dano por
meio do SLICC nao apenas fornece informagdes sobre a extensdo do comprometimento do
paciente, mas também desempenha um papel crucial na identificagao de individuos em maior
risco de desfechos adversos, permitindo intervengdes precoces e direcionadas para melhorar os
seus resultados clinicos #’.

Contudo, para um diagndstico de maior precisdo, monitoramento da atividade da doenca
e previsdo de desfechos clinicos faz-se necessaria uma analise complementar de biomarcadores

8 Dentre tais marcadores destaca-se os anticorpos antinucleares (ANA),

imunolégicos
anticorpos anti-DNA de cadeia dupla (anti-dsDNA), anticorpos contra o antigeno Ro (anti-Ro),

além de hemograma, proteina C reativa (PCR), enzimas hepdaticas e musculares. A presenga de
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ANA ¢ um dos critérios de classificagdo do LES, enquanto a presenca de anti-dsDNA e anti-Ro
estd associada a uma maior atividade da doenca e risco de danos teciduais *°. Além disso, a
avaliacdo dos marcadores pode ajudar a identificar subgrupos de pacientes com diferentes perfis
clinicos e prognodsticos, permitindo uma abordagem mais personalizada e direcionada ao
tratamento 5.

Embora ndo haja cura para o LES, a progressao da doenca pode ser gerenciada com
diversas ferramentas como o uso de medicamentos, praticas de exercicios fisicos, alimentagao,
as quais devem ser baseadas nos sintomas e na gravidade da doenca °. Neste sentido, o
tratamento do LES visa controlar os sintomas, prevenir complica¢des ¢ minimizar o dano aos
orgdos afetados. Isso geralmente envolve o uso de medicamentos, como glicocorticoides,
imunossupressores € medicamentos antimalaricos. Além disso, a gestdo do LES muitas vezes
requer uma abordagem clinica multidisciplinar envolvendo reumatologistas, dermatologistas,
nefrologistas e outros especialistas de acordo com os drgios afetados %!,

Os farmacos antimalaricos, como a hidroxicloroquina, sdo frequentemente usados como
terapia de primeira linha para o LES. Eles atuam no controle da inflamag¢do e na reducdo da
atividade da doenga, prevenindo danos aos orgdos. Ainda, este medicamento também pode
ajudar a reduzir a dor nas articulagdes e atenuar a fadiga, melhorando a qualidade de vida °'~2,
Os medicamentos da classe de glicocorticoides, como a prednisona, sdo frequentemente
utilizados para controlar a inflamagdo aguda e suprimir o sistema imunoldgico. Eles sdo
eficazes no tratamento de sintomas graves, como inflamag¢io do coracdo, pulmdes ou rins *°.
No entanto, o seu uso prolongado de pode levar a efeitos colaterais graves, como osteoporose,
diabetes mellitus e aumento do risco de infec¢des, sendo necessario o monitoramento regular
0. Os imunossupressores convencionais, como a azatioprina e o metotrexato, sdo
frequentemente usados para controlar a atividade da doenca e prevenir atividade celular
maléfica. Eles funcionam suprimindo o sistema imunoldgico e reduzindo a produgdo de
anticorpos. No entanto, esses medicamentos também podem aumentar o risco de infec¢des e de
outros efeitos colaterais como toxicidade hepdtica e renal *°. Por fim, os agentes bioldgicos
como o belimumabe e o anifrolumabe sdo medicamentos mais recentes que visam alvos
especificos no sistema imunolégico. O belimumabe ¢ um anticorpo monoclonal que inibe a
atividade dos linfécitos B, enquanto o anifrolumabe ¢ um anticorpo monoclonal que inibe a
atividade dos interferons (IFN’s). Esses medicamentos sdo usados para tratar o LES moderado
a grave e podem ser eficazes em pacientes que niio respondem a outras terapias >,

Além das terapias medicamentosas, existem varias abordagens ndo medicamentosas que

podem ser uteis no manejo do LES, dentre as principais, cabe aqui destacar as modificagdes
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comportamentais e de estilo de vida, incluindo suporte psicoldgico, pratica de atividade fisica
e alimentacdo balanceada . As abordagens nio medicamentosas e integrativas podem
complementar o tratamento medicamentoso do LES e contribuir para a melhoria da qualidade

de vida dos pacientes >°.

2.2 Tecido adiposo: papel imuno regulador na satide e na doenca

O TA desempenha um papel fundamental em uma variedade de processos fisiologicos.
Primeiramente, ¢ reconhecido como o principal reservatorio de energia do corpo, armazenando
o excesso de calorias na forma de triglicerideos 7. Além disso, o TA atua na regulacio do
metabolismo energético, liberando acidos graxos e outros sinais metabdlicos em resposta as
demandas do organismo. Essa capacidade de armazenar e liberar energia de forma eficiente ¢
essencial para a manutencao e funcionamento dos sistemas bioldgicos em condicdes de escassez
calérica 5.

Em adicdo, o TA participa da regulagdo e secrecdo de uma variedade de adipocinas e
citocinas pré e anti-inflamatérias que influenciam a sensibilidade a insulina em tecidos
periféricos >° e atuam no controle da atividade das células imunolédgicas . A interagdo entre o
TA e o sistema imunologico ¢ essencial para a modulagdo da inflamagao e para a regulagdo da
resposta imune inata e adaptativa >®. Na obesidade, altera¢des no equilibrio das adipocinas e
citocinas resultam em um sistema imunoldgico hiperativo, que estd associado a distirbios
metabolicos ®. Neste sentido faz-se necessério descrever de forma abrangente determinadas
adipocinas e outros mediadores inflamatorios que estdo vinculados a processos

imunorreguladores na obesidade.

2.2.1 Interleucinas

O TA secreta diversos tipos de interleucinas, que sdo citocinas envolvidas na regula¢do
e sinalizacdo da resposta imunoldgica e inflamatoria. Algumas destas interleucinas incluem

;e . ;. . . ;. ;. 58
caracteristicas pleiotropicas, podendo apresentar mecanismos anti/pré-inflamatorios “°. Cabe
aqui destacar trés principais interleucinas associadas ao processo imune do TA: IL-6, IL-2, IL-
17.

A IL-6 desempenha uma funcdo multifacetada no organismo, atuando em diversos
processos fisiologicos e patologicos. Além do seu papel na resposta imunoldgica, a IL-6

também estd envolvida na regulagdo metabodlica, desempenhando um papel na homeostase
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energética, na regulacdo da glicose e na resposta ao estresse metabolico. Nao o bastante, esta
citocina esta envolvida na ativagdo e na diferenciagdo de células imunes, como linfocitos T e
células B, e na resposta inflamatéria aguda ®1:%2, Ressalta-se que niveis cronicamente elevados
de IL-6 estdo associados a condigdes patoldgicas. Na obesidade, tanto as células imunologicas
residentes no TA contribuem de maneira importante para os niveis circulantes permanentemente
elevados de IL-6 &,

A IL-2 ¢ produzida por células T efetoras em resposta a estimulos antigénicos e ¢
importante para a ativacao e proliferacdo de outras células imunes, incluindo células B e células
natural killer (NK), assim como na diferenciacdo de células T em subtipos especificos, como
células T helper do tipo 1 (Th1) e células T helper do tipo 2 (Th2) ®*. No entanto, a relacdo da
IL-2 com a inflamagao associada a obesidade ainda ndo est4 totalmente compreendida. Alguns
autores evidenciaram uma maior expressdo do gene IL-2 no TA de individuos com obesidade
quando comparada a de individuos com peso adequado. Além disso, o aumento dos niveis de
IL-2 foi associado a marcadores inflamatorios e resisténcia a insulina em individuos com
obesidade .

Em paralelo, a IL-17 ¢ uma citocina pro-inflamatoria que desempenha um papel na
resposta imunologica inata e na regulagdo da inflamacao. Ela é produzida por células T helper
do tipo 17 (Th17) e por outras células imunes, e esta envolvida na protecdo contra infeccdes
bacterianas e fungicas. No entanto, concentracdes séricas elevadas de IL-17 foram associadas
a processos inflamatorios cronicos, disturbios autoimunes, como artrite reumatoide e psoriase

6667 obesidade **%°, diabetes mellitus 7 e osteoporose .

2.2.2 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria produzida por vérias células, incluindo
macrofagos, células T e adipocitos. Em condi¢des normais, o TNF-a ¢ produzido em niveis
baixos e desempenha um papel importante na defesa do organismo contra infec¢des e lesdes
teciduais. No entanto, em condigdes patologicas, como a obesidade, o TNF-a ¢ produzido em
excesso, contribuindo para a inflamacdo cronica e a resisténcia a insulina 2. Essa citocina
exerce seus efeitos bioldgicos por meio da ativagdo de receptores especificos, sendo os
principais os receptores do fator de necrose tumoral 1 e 2 (TNFR1 e TNFR2). A ativacdo desses
receptores desencadeia uma cascata de sinalizagdo intracelular que resulta na producdo de

citocinas pro-inflamatérias, como IL-6 € IL-1B e na inibigdo da sinalizagdo da insulina 7.
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Nas doengas inflamatorias cronicas, como artrite reumatdide, a superprodugao de TNF-
a leva a um ambiente inflamatdrio persistente nas articulagdes. Esse desequilibrio na regulagio
do TNF-a resulta na ativagao continua de células imunes e na liberagao de mediadores pro-
inflamatoérios, levando a destruigdo progressiva da cartilagem e dos ossos, além de dores
cronicas e limitagdo da fungdo articular "*. Ademais, o TNF-o também desempenha um papel
complexo em quadros de cancer, influenciando diversos aspectos da fisiopatologia tumoral, no
qual pode desencadear respostas pro-inflamatérias que promovem a progressao tumoral,
angiogénese ¢ metastase, contribuindo para um microambiente favoravel para a evolucao da

matriz celular desordenada °.

2.2.3 Leptina

A leptina é um hormonio peptidico produzido principalmente pelo TA e desempenha um
papel fundamental na regulacdo do peso corporal e no metabolismo energético 7%, atuando na
regulacdo do apetite e da saciedade. Nesse sentido, a leptina atua como um sinalizador
metaboélico que informa ao sistema nervoso sobre os niveis de energia armazenados no TA 7°.
Em condi¢des de abundancia de energia, os niveis circulantes de leptina aumentam, suprimindo
o apetite, aumentando a atividade metabdlica, promovendo a utilizagdo de energia e inibindo o
armazenamento de gordura '’. Por outro lado, em estados de deficiéncia de energia, como a
restricdo caldrica, os niveis de leptina diminuem, desencadeando respostas fisiologicas que
visam conservar energia, aumentar o apetite e reduzir a atividade metabolica ’®.

Além de seu papel na regulacdo do peso corporal, a leptina também desempenha fungdes
em outros sistemas fisioldgicos, incluindo a regula¢do da fungao reprodutiva, da imunidade e
da resposta inflamatoria 7°. A leptina é capaz de modular a imunidade adaptativa e inata,
incluindo a produgao de citocinas inflamatorias em macrofagos, quimiotaxia de granuldcitos e
aumento da proliferacio de linfocitos Th17 88!, Na obesidade, a leptina desempenha um papel

critico na inflamagio, promovendo fenétipos imunologicos pro-inflamatorios 8!,

2.2.4 Adiponectina

A adiponectina ¢ um hormonio secretado exclusivamente pelo TA e desempenha um
papel importante na regulagio do metabolismo energético e da homeostase da glicose ¥, sendo
que as concentragdes séricas foram inversamente correlacionadas com o risco de

desenvolvimento de doengas metabolicas, como diabetes mellitus tipo 2, resisténcia a insulina
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e doengas cardiovasculares '2. Além disto, a adiponectina exerce seus efeitos metabdlicos por
meio da ativacdo de receptores especificos, incluindo os receptores 1 e 2 de adiponectina
(ADIPOR1 e ADIPOR2) que estio amplamente distribuidos em diferentes tecidos e 6rgdos *°.

A ligagdo da adiponectina aos seus receptores promove efeitos benéficos na regulacao
da glicose e do metabolismo lipidico, aumentando a sensibilidade a insulina e promovendo a
oxidagdo de 4acidos graxos 3¢, Além disso, a adiponectina tem propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes, inibindo a producdo de citocinas pro-inflamatorias e reduzindo o estresse
oxidativo, com efeitos protetores na funcao cardiovascular pela inibicdo da formacao de placas
aterosclerdticas e reducdo do risco de doencas cardiovasculares *”%3. Por outro lado, varios
fatores, incluindo obesidade, resisténcia a insulina e inflamagdo, podem reduzir os niveis

circulantes de adiponectina 3.

2.2.5 Remodelamento do tecido adiposo no ganho de peso

Durante o ganho excessivo de peso ocorre uma expansdo e remodelamento do TA,
afetando de forma diferencial os depdsitos de gordura. O aumento da ingestdo caldrica e a
reducdo da atividade fisica levam a um acumulo excessivo de gordura na regido subcutanea,
resultando em um aumento no tamanho (hipertrofia) e nimero de adipocitos (hiperplasia). Esse
processo de hipertrofia e hiperplasia adipocitaria estd associado a disfungdo metabodlica,
contribuindo para o estado inflamatério cronico observado na obesidade 3. Além disso, esse
remodelamento do TA subcutineo envolve alteragdes na matriz extracelular e na
vasculariza¢do. A expansdo do TA subcutaneo requer uma reorganizagdo da matriz extracelular
para acomodar o aumento no volume de gordura. A angiogénese, processo de formagao de
novos vasos sanguineos ¢ estimulada para fornecer oxigénio e nutrientes aos adipdcitos em
crescimento. No entanto, a angiogénese desregulada pode resultar em uma rede vascular
disfuncional, levando a hipoxia tecidual '6.

Ainda durante o remodelamento tecidual héd formacdo de adipocitos multinucleados
também conhecidos como adipocitos polinucleados. Essas células adiposas apresentam
multiplos nucleos devido a fusdo de adip6citos individuais durante o processo de hiperplasia e
hipertrofia em resposta ao acumulo excessivo de gordura. A formacdo de adipocitos
multinucleados ¢ uma caracteristica morfologica associada a expansdo descontrolada do TA

durante a obesidade e esté relacionada a capacidade limitada de novos adipdcitos se formarem

para armazenar o excesso de energia. Essa alteracdo na morfologia dos adipocitos também esta
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associada a mudancas funcionais que contribuem para a disfuncdo metabolica observada em
quadros de obesidade *°.

Em consequéncia deste crescimento exacerbado ocorre a hipoxia local, desencadeando
uma resposta inflamatéria e a ativacdo de macrofagos pro-inflamatorios, como os macrofagos
MI1. Os macrofagos M1 sdo conhecidos por seu perfil pro-inflamatério, estando mais
prevalentes no TA de individuos com obesidade. Essas células secretam citocinas inflamatorias,
como TNF-a e a IL-6, contribuindo para a instalacao de um estado inflamatério cronico no TA.
Por outro lado, os macrofagos M2 exibem um perfil anti-inflamatério e estdo associados a
regulagdo da homeostase metabolica. Durante a obesidade, ocorre um desequilibrio na
proporcio de macrofagos M1:M2, favorecendo a inflamagio e a resisténcia a insulina %3¢, A
leptina e a adiponectina desempenham papéis importantes no remodelamento do TA durante o
desenvolvimento obesidade %3, Assim, o desequilibrio na ativagio de macréfagos M1 e M2,

juntamente com as alteragdes nos niveis de leptina e adiponectina contribuem para o ambiente

inflamatorio e disfuncional do TA durante o ganho excessivo de peso (Figura 2).

Figura 2 - Remodelamento do tecido adiposo no ganho excessivo de peso.
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Fonte: Elaboragdo propria. A: Processo de hipertrofia e infiltracdo de células imunes em
TA normal para TA em quadros de obesidade; B: Processo de remodelamento celular do
adipdcito normal para adipdcito na obesidade.
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2.3 Mecanismos Epigenéticos: metilacio do DNA

Os mecanismos epigenéticos referem-se as alteracdes hereditarias e reversiveis na
expressao génica que nao envolvem mudancgas na sequéncia do DNA, podendo ser modulados
por diversos fatores como: dieta, exposicao a infecgoes, atividade fisica e estresse. Dentre esses
mecanismos estdo as modificagdes de histonas (e.g. acetilacdo, metilacdo e fosforilagdo),
metilagdo do DNA e expressdo de RNAs ndo codificantes ¥'.

A metilagdo do DNA, foco do presente estudo, envolve a adi¢ao de grupos metil (CH3)
ao carbono 5 de citosinas (5-metilcitosina), geralmente regides ricas em citosina seguidas por
guanina, conhecidas como regides CpG, podendo influenciar a expressdo génica (Figura 3A)
88, Esse processo ¢ mediado por enzimas conhecidas como DNA metiltransferases (DNMTs),
sendo as principais DNMT1le DNMT3 (Figura 3B). A DNMTT1 ¢ responsavel pela manutencao
da metilagdo do DNA durante a replicacdo celular, garantindo a heranca dos padrdes de
metilagdo para as células filhas. Por outro lado, as DNMT3 atuam na metilagdo de novo,
adicionando grupos metil em locais previamente nao metilados. As DNMTs desempenham um
papel fundamental na regulacdo da expressdo génica, uma vez que a metilacdo do DNA pode
silenciar genes, impedindo a ligacao de fatores de transcri¢ao e restringindo a acessibilidade da
maquinaria de transcri¢do aos locais metilados 37%.

Deste modo, a regulacao da metilacio do DNA ¢ essencial para o desenvolvimento e
fungdo celular adequados. Alteracdes nos padrdes de metilagdo do DNA estdo associadas a

%1 ¢ doencas

diversas condigdes patoldgicas, incluindo cancer *°, distirbios neuroldgicos
autoimunes °>. A compreensio dos mecanismos envolvidos na metilagio do DNA e suas
consequéncias patoldgicas pode fornecer insights importantes para o desenvolvimento de

terapias direcionadas a disturbios associados a altera¢des nos padrdes de metilacdo do genoma
93,94

2.4 Metilacao do DNA no LES

A metilagdo do DNA desempenha um papel importante no desenvolvimento e na
regulagdo de diversas doengas °*%, incluindo o LES ?°. Alguns estudos demonstraram que
alteragdes nos padrdes de metilacdo do DNA estdo associadas a diferentes aspectos da doenca,

9798 'seus subtipos * e resposta a terapia medicamentosa '°°. Assim, a metilagio

como atividade
do DNA pode servir como um biomarcador potencial para diferenciar os subtipos de LES e

prever a gravidade da doenga em pacientes de forma individual ',
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Figura 3 - Processo de metilagdo do DNA, mediado por DNA metiltransferase.
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Fonte: Elaboragdo propria. A: Silenciamento de um gene a partir da inser¢do do grupo metil na regido
promotora do DNA; B: Tipos de metilagdo mediados pelas enzimas DNMT1, DNMT3A e DNMT3B.
Me: grupo metil; DNMT1: DNA metiltransferase 1; DNMT3A: DNA Metiltransferase 3A; DNMT3B:
DNA Metiltransferase 3B.

A literatura mostra que pacientes com LES apresentam um perfil de metilagdo do DNA
especifico, caracterizado por uma hipometilacio do DNA global e em alguns genes
relacionados a processos inflamatorios como /FN 102 11-6, IL-4 %3, IL-10 e IL-1R '**. Por sua
vez, a hipometilacdo do DNA se relaciona a atividade da doenga, visto que maior expressao de
genes pro-inflamatorios podem conferir uma resposta imune exacerbada, bem como alteragdes
na populagio celular (T CD4+) responsavel pelo controle de processos inflamatérios 2. Estudo
comparando o perfil de metilagdo do DNA e de expressdo génica de pacientes com LES e
controles saudaveis evidenciou uma hipometilagdo global nas células CD4+ T dos pacientes
acometidos pela doenca. Além disso, as analises de expressdo génica mostraram uma alta
expressdo de genes relacionados a autoimunidade e perda de tolerancia imunologica nos
pacientes com LES, indicando um possivel papel dessas alteragdes epigenéticas na patogénese
da doenca '%.

Em um estudo que avaliou o perfil de metilagdo do DNA em pacientes com LES de
acordo com a gravidade da doenga, os autores observaram um perfil de hipometilagdo em genes
relacionados a via de sinaliza¢do do interferon. Além disto, alguns genes desse via como o

proteina 44 induzida por interferon (/F/44L), dinamina MX GTPase 1 (MXI) e membro da
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familia 9 da polimerase (PARPY) estavam hipermetilados nos pacientes com formas mais leves
da doenga em comparagdo com os grupos mais graves, destacando a relevancia da metilagdo
do DNA na diferenciacdo dos subtipos de LES . Outro estudo conduzido por Renauer e
colegas em 2015 analisaram a metilagdo do DNA em células CD4+ T de pacientes com LES,
comparando aqueles com e sem manifestacdes cutaneas. Os autores observaram diferengas
significativas no padrao de metilagdo do DNA entre pacientes com historico de rash discoide e
rash malar, sendo que regides extensas hipermetiladas foram identificadas em genes como
antigeno linfocitario 6 da familia G5C (LY6GS5C) e ring finger protein 39 (RNF39), enquanto
uma regido hipometilada foi associada ao gene tenascina XB (TNXB). Esses resultados sugerem
uma associagdo entre a metilagdo do DNA e manifestagdes cutdneas especificas do LES,
consolidando a relagdo entre epigenética e fenétipos clinicos da doenga '%.

Embora as descobertas entre a metilagdo do DNA e o LES sejam promissoras, ainda ha
desafios a serem superados para sua implementagao clinica. A necessidade de mais pesquisas
para validar e aprimorar esses biomarcadores epigenéticos, juntamente com a consideragdo de
fatores como idade, estado nutricional, histérico clinico e separagdo de tipos celulares, pode
contribuir para uma melhor compreensdo da patogénese da doenca e eventualmente para a

personalizacdo do tratamento com base nas caracteristicas epigenéticas dos pacientes.

2.5 Metilacao do DNA na obesidade

Processos epigenéticos do DNA de tecidos de grande representagdo biologica, como o
TA '%7 ¢ 0 muscular esquelético '®® tém sido associados a fendtipos relacionados a obesidade,
como resisténcia a insulina e adiposidade '®. Essas mudangas podem refletir a resposta do
organismo juntamente a fatores ambientais, como dieta inadequada e sedentarismo, que podem
contribuir para o desenvolvimento do ganho de peso ''°. O silenciamento de regides promotoras
de genes associados ao metabolismo energético e & homeostase do peso corporal podem levar
a mudancas na atividade transcricional desses genes, impactando diretamente os processos
metabolicos e o acimulo de TA 1.

A literatura a respeito da associagdo entre o perfil de metilagdo do DNA e a obesidade ¢
ampla, com resultados variados 2714 Alguns estudos apontam que pacientes com obesidade
apresentam regides diferencialmente metiladas em relacio a controles com peso adequado !>~
14 Estudo comparando mulheres com peso adequado e obesidade grave evidenciou um perfil

de metilagdo do DNA distinto entre os grupos, caracterizado pela hipermetilagao de CpGs nas
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mulheres com peso adequado, as quais foram associadas a via metabdlica das adipocinas !'°.

Por outro lado, menores niveis de metilagdo do DNA do gene leptina (LEP) na mucosa retal e
sangue foram evidenciados em individuos com obesidade quando comparado ao grupo controle
15 Além disto, a andlise do perfil de metilagio do DNA em resposta a intervengdes como
atividade fisica, cirurgia bariatrica e dietas restritivas mostrou associagdes significativas entre
os niveis de metilagio do DNA de genes especificos e a magnitude da perda de peso 3116117,

Ainda, ElGendy e colaboradores ao avaliar a metilagdo do DNA apo6s seis meses de cirurgia

bariatrica observou que o procedimento cirurgico normalizou os niveis de metilagdo do gene

LEP 'V,

2.6 Binomio LES e obesidade

Em termos imunoloégicos, a obesidade em pacientes com LES pode levar a um estado
de inflamagao cronica de baixo grau, caracterizado por um aumento na produgdo de citocinas
pré-inflamatérias € uma resposta imune hiperativa. Essa inflamacgao cronica pode desencadear
ou exacerbar os sintomas do LES, contribuindo para a progressao da doenca. Além disso, a
obesidade pode regular a resposta imune adaptativa, afetando a ativacdo e diferenciacdo de
células T e a produgio de autoanticorpos, que sdo marcadores distintivos do LES %,

No contexto da epigenética, o excesso de peso em pacientes com LES pode influenciar
a expressao de genes envolvidos na regulagdo da resposta imune e na tolerancia imunolégica.
Estudos em modelos animais demonstraram que a dieta pode influenciar a expressao de genes
associados a autoimunidade por meio de mecanismos epigenéticos, como a metilagdo do DNA
e a modificacdo das histonas ''. Além disso, a obesidade em pacientes com LES pode estar
associada a mudangas na microbiota intestinal, bem como a permeabilidade intestinal, o que
por sua vez pode modular a resposta imune e a inflamag¢do. A composi¢do da microbiota
intestinal pode influenciar a ativagdo do sistema imunoldgico e a produgdo de citocinas pro-
inflamatérias, desempenhando um papel importante na patogénese do LES. Portanto, a
interagdo entre obesidade, microbiota intestinal e resposta imune pode ser um importante
mecanismo subjacente a relagio entre obesidade e LES 2121,

Em suma, a relagdo entre LES, excesso de peso e epigenética ¢ multifacetada e
complexa, envolvendo interagdes entre fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais. A
obesidade pode modular a expressdo génica por meio de mecanismos epigenéticos,
influenciando a resposta imune e a inflamagdo no contexto do LES. Compreender essas

interacdes pode fornecer imsights importantes para o desenvolvimento de estratégias
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terapéuticas personalizadas e direcionadas para pacientes com LES, visando melhorar o manejo
e o prognostico da doenga. Nesse sentido, o presente estudo vem abordar a hipétese de que
pacientes com LES associado ao excesso de peso apresentam um perfil de metilagdo do DNA
diferente daqueles com LES e peso adequado, caracterizado, principalmente, pela

hipometilacdo de genes pro-inflamatorios.
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3. OBJETIVOS

3.1 Primario

Avaliar e comparar de maneira exploratéria o perfil de metilagdo do DNA no tecido

adiposo de pacientes com LES com peso adequado ou com excesso de peso.

3.2 Secundarios

e Avaliar em pacientes com LES com peso adequado ou com excesso de peso:
v Expressao dos genes DNMT1, IL-6, STAT3, LEP e ADIPOQ no tecido adiposo;
v" Medidas antropométricas, composicdo corporal, marcadores inflamatérios,
bioguimicos, imunoldgicos e hematoldgicos;
e Auvaliar se existe uma assinatura epigenética especifica de pacientes com LES com

excesso de peso.
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4. PACIENTES E METODOS
4.1 Local do estudo e consideracdes éticas

O presente estudo faz parte de um projeto Jovem Pesquisador da Fundagdo de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) intitulado “Progressos em estudos epigenéticos
nas doengas reumaticas autoimunes: da bancada a clinica no lupus eritematoso sistémico”.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os padrdes éticos € com a
declaracdo de Helsinque de 1964 e suas posteriores alteragdes. A aprovagdo ética foi obtida
pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (HC-FMUSP) (CAAE.: 47317521.8.0000.0068). Todas as participantes foram
informadas dos beneficios e riscos potenciais de sua participagdo e assinaram o Termo de
consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A).

Este estudo foi realizado no Laboratério de Avaliacio e Condicionamento em
Reumatologia (LACRE) do HC-FMUSP e no Centro de Medicina do Estilo de Vida -
Laboratério de Fisiologia Aplicada e Nutrigdo da FMUSP.

4.2 Recrutamento e selecio das participantes

As participantes do estudo foram recrutadas no Ambulatério de Luapus Adulto da
Divisdo de Reumatologia do HC-FMUSP. Foram consideradas elegiveis aquelas que
atendessem aos critérios de inclusdo: 1. sexo feminino; 2. no periodo pré-menopausa, 3. idade
entre 18 e 45 anos; 4. que atendessem aos critérios de classificagdo SLICC 122, 5. com atividade
da doenga controlada (pontuagdo SLEDAI < 4) 123; 6. sob tratamento com prednisona em uma
dosagem menor que 10 mg ao dia, 7. sob tratamento com cloroquina em dose estavel; 8. ndo
fazer uso de metotrexato, e 9. com indice de massa corporal (IMC) maior que 18,5 kg/m?.
Pacientes envolvidas em programas de treinamento fisico e/ou dietas prescritivas, que fizessem
uso de metotrexato, suplementa¢es com vitamina B12 e acido folico ou que fizessem uso
continuo de anticoagulantes, ndo foram consideradas elegiveis para a participacdo no estudo.
Além disto, adotou-se como critérios de exclusdo a presenca de infeccdo atual, diabetes
mellitus, hipertensdo arterial, outras doengas autoimunes, tabagismo e gravidez.

Considerando que o género feminino é um forte contribuinte para a fisiopatologia do
LES (mulheres sdo 9 a 10 vezes mais afetadas quando comparadas aos homens) e que a presenca

de um segundo cromossomo X contribui para 0 aumento da prevaléncia de LES 2412 optou-
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se por selecionar apenas mulheres para o presente estudo. Além disso, 0s hormonios estrogénios
podem afetar os niveis de metilagdo do DNA 1% e por esse motivo, foram selecionadas apenas
mulheres no periodo pré-menopausa. Ainda, considerando que a metilagcdo global do DNA pode

estar reduzida em individuos idosos ¢

, Optou-se por selecionar apenas mulheres em faixa etaria
adulta. Ademais, considerando os efeitos das drogas antirreumaticas na metilagdo do DNA,
determinou-se como critérios de inclusdo o uso de prednisona na dose menor que 10 mg ao dia
e o uso de cloroquina em dose estavel. E importante observar que todos os outros medicamentos
utilizados pelas participantes foram avaliados e monitorados ao longo do estudo. Optou-se por
ndo incluir pacientes em uso de anticoagulantes devido a possiveis complica¢fes durante ou
apos o procedimento de biopsia para a coleta de TA.

De acordo com recomendacdes da literatura 12812° os seguintes fatores foram levados
em consideracdo para determinar o tamanho da amostra: 1. nimero de pacientes potencialmente
elegiveis no referido servico ambulatorial, 2. capacidade da equipe de pesquisa e 3.
disponibilidade de recursos e tempo disponiveis para conduzir o projeto. O alto custo da
tecnologia empregada no presente estudo também foi um dos fatores determinantes do tamanho
da amostra. A andlise de viabilidade desses fatores em conjunto permitiu a determinacao
minima de 24 participantes (12 em cada em cada grupo).

Primeiramente, por meio das agendas de consultas obteve-se uma lista de pacientes
rotineiramente atendidas no referido ambulatorio. Em seguida, por meio de entrevistas pessoais
ou por contato telefonico (via WhatsApp/Ligacdo) e buscas nos prontuarios médicos pelo portal
ProntMed (sistema de registros de pacientes do HC-FMUSP), realizou-se uma triagem (Quadro
1) das participantes potencialmente elegiveis. Logo, todas as pacientes consideradas elegiveis
e com contato telefonico disponivel foram convidadas a participar do estudo. Apos a inclusdo
da paciente no estudo, verificou-se a disponibilidade de horario e dia e realizou-se o
agendamento para coleta dos dados e material biolégico. Por fim, um arquivo (APENDICE A)
contendo a descricdo de cadastramento e localizagcdo do LACRE foi enviado a cada paciente
individualmente a fim de facilitar a chegada e entrada das pacientes ao complexo hospitalar.
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Quadro 1 - Questionario para confirmacao da inclusdo da paciente no estudo.

Faz uso de algum suplemento (Vitaminas, Acido Félico)?

Faz uso de algum anticoagulante?

E tabagista (fumante)?

E gestante?

Possui diabetes?

Qual a estimativa do seu peso e altura?

Qual a sua idade? Ja entrou na menopausa?

Vocé atualmente faz parte de algum estudo de algum grupo do LACRE?

Qual a sua idade?

Qual o ano do diagnostico de LES?

Faz uso de Hidroxicloroguina? Se sim, qual a dose atual e quantas vezes por
semana faz o consumo e qual o horario?

Faz uso de Prednisona? Se sim, qual a dose atual e quantas vezes por semana faz
0 consumo? E em qual horario?

4.3 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo exploratorio e transversal, no qual as participantes foram
divididas em dois grupos de acordo com a classificacdo do estado nutricional segundo IMC. O
Grupo EUT inclui pacientes com LES e peso adequado (IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?) e 0 Grupo
EP inclui pacientes com LES e excesso de peso (IMC maior que 25 kg/m?). Pelo caréter do
estudo foram realizadas avaliagbes antropométricas e de composicdo corporal, coleta e
processamento de amostra de sangue e bidpsia de tecido adiposo em um Unico momento. O

desenho experimental esta apresentado na Figura 4.

4.4 Avaliacao dos parametros sociodemograficos, clinicos e da doenca

A partir da coleta de dados do sistema de prontudrios do HC-FMUSP (ProntMed) e
entrevistas com as pacientes foram obtidas informagdes sobre idade, raga declarada, estado
civil, escolaridade, tabagismo prévio e parametros da doenca (e.g., idade de inicio, tempo de
doenca desde o diagndstico, dose atual de prednisona, hidroxicloroquina e demais medicagdes
complementares).

A atividade da doenca foi avaliada por meio do questionario SLEDAI realizado
previamente pelo médico reumatologista nas consultas ambulatoriais. Esse instrumento inclui
parametros clinicos e laboratoriais, levando-se em consideragdo o 6rgio acometido. E composto
por 24 itens, cada item podendo ter pontuacdo igual a 1, 2, 4 ou 8, sendo que o escore total pode

variar de 0 a 105. Maiores escores representam uma maior atividade da doenga, a qual pode ser



42

classificada em inativa (escore=0); leve (escore=1-5); moderada (escore=6-10); alta

(escore=11-19) ou muito alta (escore=20 ou mais).

Figura 4 - Esquema representativo do desenho experimental.
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Fonte: Elaboracdo propria. IMC: indice de massa corporal; RT-PCR: Reagdo em cadeia da
polimerase por transcriptase reversa.
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4.5 Avaliagdes antropométricas e de composi¢ao corporal

Para a afericdo de estatura das pacientes foi utilizado um estadidmetro com escala de
0,5 cm. A medicao foi realizada com as pacientes descalgas e com os calcanhares juntos, costas
eretas e bragos paralelos ao corpo. O peso foi aferido por uma balanca digital, com capacidade
de 300 kg e sensibilidade de 100 g. Para isto, as pacientes ficaram descal¢as e com roupas leves.
A partir dos valores de peso (kg) e altura (m) foi calculado o IMC, fazendo uso da formula
descrito por Adolfhe Quetelet '*: peso (kg)/altura (m)>.

A composicao corporal (massa livre de gordura e massa gorda) foi estimada por meio
da afericdo de dobras cutaneas (DC), sendo elas triciptal, biciptal, subescapular e supra-iliaca
(Figura 5A). As equagdes preditivas de Durnin (1974) e Siri (1961) foram utilizadas como
referéncia para a realizagio dos célculos dentro da plataforma nutricional WebDiet® 31132 A
circunferéncia abdominal foi aferida com fita plastica com graduagdo de 0,1 mm posicionada

na mesma linha da cicatriz umbilical com as pacientes em posicao ereta (Figura 5B). Todas as

aferigoes e calculos foram realizadas pelo mesmo pesquisador.

Figura 5 - Aferigdo de medidas antropométricas.

A: Aferigdo da dobra cutanea bicipital. B: Aferi¢do da circunferéncia abdominal.
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4.6 Andlises bioquimicas, hematoldgicas, imunoldgicas e inflamatorias

4.6.1 Coleta e processamento de amostras de sangue periférico

As amostras de sangue foram coletadas apos jejum prévio de 10 horas por profissional
qualificado (enfermeiro ou biomédico). A coleta de sangue teve risco minimo (Categoria 2; 45
CFR 46.110). Para as andlises bioquimicas, imunoldgicas e hematoldgicas, as amostras de
sangue foram coletadas em um tubo vacutainer com gel separador. Posteriormente, 0s tubos
foram cadastrados conforme o sistema de identificacdo interno e conduzidos para o Laboratorio
Central do HC-FMUSP para o seu respectivo processamento. Para ensaios de dosagem séricas
de leptina, adiponectina e citocinas, as amostras foram coletadas em tubos contendo o
anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino tetraacético) e conduzidas para as dependéncias
dos laboratérios da FM-USP (Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo), onde o
material foi centrifugado a 3000 rpm, por 15 minutos, para a separacdo do plasma e armazenado
a -80°C.

4.6.2 Analises laboratoriais

Anaélises bioguimicas, hematoldgicas e imunoldgicas foram realizadas nas dependéncias
do Laboratério Central do HC-FMUSP. Os métodos de analise utilizados, assim como 0s
valores de referéncia considerando o sexo feminino e os indices pré-estabelecidos pelas técnicas
e Kits utilizados estdo descritos no Quadro 2.

As andlises de leptina, adiponectina, TNF-a e interleucinas séricas (IL-2, IL-6 e IL-17)
foram avaliadas com utilizacdo dos kits comerciais: MILLIPLEX MAP Human Adipocyte
Magnetic Bead Panel - Endocrine Multiplex Assay e MILLIPLEX® Human
Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A - Immunology Multiplex Assay (Millipore,
Missouri, EUA) em um analisador Luminex® (Luminex®, MiraiBio, EUA) de acordo com
instrucdes do fabricante. Por fim, os dados obtidos foram normalizados e expressos pelo

software Milliplex Analyst 5.1 (EMD Millipore).
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Quadro 2 - Pardmetros bioquimicos, hematolégicos e imunoldgicos analisados e respectivos métodos de
quantificagdo e valores de referéncia.

Parametros Metodo de quantificacdo Valores de Referéncia

Glicose (mg/dL) Hexoquinase 70-99
Colesterol total (mg/dL) <190
LDL (mg/dL) <100
HDL (mg/dL) > 40
ndo-HDL (mg/dL) <130
VLDL (mg/dL) <30
Triglicérides (mg/dL) Enzimatico Colorimétrico <150
Vitamina B12 (pg/mL) 197 - 771
Acido folico (ng/mL) Eletroquimioluminescéncia 3,1-17,5
PCR (mg/dL) Imunoturbidimetria <5
VHS (mm/hora) Westergren modificado até 15
DHL/LDH (U/L) Imunoturbidimetria 125 - 222
Automatizado /
Eritrocitos (milhdes/mms3) Microscopia / Coloracao 39-56
Pandptica
Hemoglobina (g/dL) 115-155
Hematdcrito (%) 36 - 48
VCM (fL) 80-95
HCM (pg) 27 -34
CHCM (g/dL) 30-35
RDW*CV (%) Automatizado / 11,7-144
RDW=*SD (fL) Microscopia 36,4 - 46,3
Automatizado /
Leucaocitos (mil/mm3) Microscopia / Coloracao 4-11
Pandptica
Neutrofilos (%) 40-75
Eosindfilos (%) 1-6
Basofilos (%) 0-1
Linfdcitos (%) Automatizado / 20-45
Monacitos (%) Microscopia 2-10
Plaquetas (mil/mm3) 150 - 400
VPM (fL) Automatizado 94-124
. Imunoensaio < 10: Negativo /
Anti-dsDNA (Ul/mL) fluoroenzimatico > 15: Positivo
Anti-SM (UR/mL) Imunoensaio <20
fluoroenzimatico
Complemento C3 (mg/dL) 67 - 149
Complemento C4 (mg/dL) Imunoturbidimetria 10-38
Ant-R0/SSA, anti-LA/SSB (UR/mL) <20
Anti- B2GPI IGG (U) <20
Anti- B2GPI IGM (U) Imunoensaio <20
Anti-P fluoroenzimatico Negativo

LDL-c: Lipoproteina de baixa densidade, HDL-c: Lipoproteina de alta densidade, VLDL: Lipoproteina de muito
baixa densidade, PCR: Proteina C reativa, VHS: Velocidade de hemossedimentacdo, DHL/LDH: Desidrogenase
latica/lactato desidrogenase, VCM: Volume corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, CHCM:
Concentracdo da hemoglobina corpuscular média, RDW: Largura da distribuicdo das células vermelhas, VPM:
Volume plaquetario médio, Anti-dsDNA: autoanticorpos anti-DNA de dupla hélice, Anti-SM: autoanticorpos anti-
Smith, Anti-B2GPI: anticorpos anti-Beta 2 glicoproteina 1.
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4.7 Coleta e processamento do tecido adiposo subcutineo

Foram coletados 2 g de TA subcutaneo abdominal por meio de procedimento de bidpsia.
A bidpsia foi realizada na regido abaixo da cicatriz umbilical da paciente, sob antissepsia e
anestesia com lidocaina a 2% sem vasoconstrictor em via subcutanea. As bidpsias foram
realizadas na enfermaria de Reumatologia do Instituto Central do HC-FM/USP por profissional
habilitado. O mesmo médico realizou todos os procedimentos.

Imediatamente apds o procedimento de bidpsia, a amostra de TA foi particionada em
duas, sendo que uma parte, destinada a extracdo de DNA, foi inserida em um tubo criogénico
puro e a outra parte, destinada a extracdo de RNA, em um tubo contendo 1 mL de trizol. Para
garantir a integridade do material genético, ambos os tubos foram inseridos em solugdo de
nitrogénio liquido para o congelamento instantaneo e em seguida armazenados a -80°C. Ap0s
o procedimento de biopsia, as pacientes receberam um informativo impresso (APENDICE B)
descrevendo 0 passo a passo para 0s demais cuidados de limpeza e manutencdo do curativo do
local da incisdo da bidpsia, bem como a medicacdo adequada para atenuagédo de dor local.

4.8 Analises de metilacao do DNA

4.8.1 Extracao e quantificacio de DNA de tecido adiposo

O DNA do TA foi extraido utilizando o QlAamp DNA Blood Kit (Qiagen), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A concentracdo e a pureza do DNA foram determinadas por
espectrofotometria usando o equipamento Nano Vue Plus. A concentragdo do DNA foi avaliada
a 260 nm e a relacdo de leituras a 230 nm e a 280 nm para estimar a pureza do DNA,

estabelecendo-se o valor de 1,5 como referéncia minima.

4.8.2 Tratamento com bissulfito de sodio

O DNA foi tratado com bissulfito de sddio e purificado utilizando o kit EZ DNA
Methylation-Gold (Zymo Research) de acordo com as instrugdes do fabricante, sob condigdes
de incubagdo a 95°C durante 30 segundos e 16 ciclos a 50°C durante 60 minutos. Com o
tratamento, as citosinas ndo metiladas foram convertidas em uracilas, enquanto as citosinas

metiladas permaneceram inalteradas.
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4.8.3 Ensaio de metilacao do DNA

O DNA (a 100 ng) tratado com bissulfito de soédio foi usado para hibridizagdo na
plataforma Infinium Human Methylation EPIC Beadchip (Illumina, San Diego, CA) de acordo
com o protocolo do fabricante (/nfinium HD Assay Methylation Protocol Guide, Illumina).
Primeiramente, o DNA foi submetido a um processo de desnaturagdo e neutralizagdo, seguido
de amplificacdo isotérmica. O produto amplificado passou por um processo de fragmentagao
enzimatica, e depois foi precipitado e ressuspenso em tampao de solucdo. A solugdo foi
hibridizada (Figura 6A) nas laminas dos beadchips por emparelhamento covalente com sondas
especificas durante uma incubagdo a 48°C por 16 horas (Figura 6B). Apos a hibridizagdo, foi
realizada lavagem para remoc¢ao dos fragmentos ndo anelados, € o beadchip foi preparado para
estender bases alelo-especificas incorporando nucleotideos de citosina marcados.

A amplificacdo da marcagdo embutida forneceu o sinal identificado por um laser
({lluminaTM iScan System), que excitou os fluoréforos em cada base, permitindo a identifica¢ao
de sitios metilados. Desta forma, os beadchips foram escaneados usando o sistema Il/lumina
iScanSQ que emprega um scanner a laser fluorescente de duas cores (532 nm/660 nm) com

resolucdo de 0,375 um capaz de excitar os fluoréforos incorporados durante o protocolo.

Figura 6 - Preparagdo das amostras de DNA em lamina para a hibridizagao.

A: Preparagdo no beadchip para hibridizag¢do, com a amostras de DNA, apds a conversdo por bissulfito. B:
Preparacdo da chamber para incubagao do beadchip.
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4.9 Analises de expressiao génica

4.9.1 Extracao e quantificacio de RNA de tecido adiposo

O RNA foi extraido do TA subcutaneo com utilizacdo do RNeasy Mini Kit (Qiagen) de
acordo com o protocolo do fabricante. O RNA foi quantificado em espectrofotometro (Nano
Vue Plus) e a absorbancia foi medida nos comprimentos de onda de 260, 280 e 230nm, visando

avaliacdo do grau de pureza.

4.9.2 Sintese de cDNA

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada com utilizacdo do kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), de acordo com as recomendacgdes
do fabricante, em aparelho termociclador (MJ Research PTC-100®). Para a reacdo de
transcri¢do reversa foram utilizados 10 ng de RNA. As condi¢des para a reagao foram: 25°C
por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos. Por fim, o material foi armazenado

a -80°C para a andlises de expressao génica.

4.9.3 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

A analise da expressao dos genes alvos foi realizada em duplicata pelo método de reacao
em cadeia de polimerase (PCR) quantitativo em tempo real em equipamento Step One Plus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Para a reag@o foram utilizados 100 ng de cDNA,
sondas TagMan MGB 6-FAM fluorogénicas (Applied Biosytems) (Quadro 3) e TagMan™ Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems) para um volume final de reacdo em 10 pL. As
condi¢des para a reacdo foram de 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de
desnaturagdo a 95°C por 15 segundos, seguido de anelamento e extensdo a 60°C por 60
segundos. Como controle endégeno da reagdo, foram utilizados os genes gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) e beta-actina (ACTB) 133134,

Os dados obtidos a partir da reagdo de RT-PCR foram expressos como um limiar de
ciclagem ou Cycle threshold (Ct), que representa uma linha de base de deteccao de
fluorescéncia. Deste modo, baseando-se o valor do Ct foi possivel correlacionar os niveis de

mRNA usados na reagdo, utilizando o método 224t (HEID et al, 1996; LIVAK;
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SCHMITTGEN, 2001). Para tanto, nos calculos de expressdo génica relativa utilizou-se o

Grupo EUT como grupo controle.

Quadro 3 - Genes alvos e respectivas sondas utilizadas nos experimentos.

Simbolo Gene Assay ID
GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase Hs02786624 gl
ACTB Beta-actina Hs01060665 gl
DNMTI DNA metiltransferase 1 Hs00945875 ml
STAT3 Transdutor de sinal e ativador de transcri¢do 3 Hs00374280 ml
1L-6 Interleucina-6 Hs00174131 ml
LEP Leptina Hs00174877 ml
ADIPOQ Adiponectina Hs00977214 ml
TNF-o Fator de necrose tumoral alfa Hs00174128 ml

4.10 Analises de bioinformatica e estatistica

4.10.1 Variaveis clinicas

Variaveis numéricas foram descritas pela média e desvio-padrio, enquanto para
variaveis categoricas utilizou-se nimero absoluto e porcentagem. A normalidade de
distribui¢do dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para a comparagdo da
frequéncia das varidveis categoricas entre os grupos utilizou-se o teste de Qui-quadrado (x2).
O teste t para amostras independentes ¢ o teste de teste de Man-Whitney foram utilizados para
comparar as variaveis numeéricas entres os grupos. A significancia estatistica foi estabelecida
em 5% (p <0,05), sendo todas as anélises realizadas no software Statistical Package for Social

Science (SPSS versao 22.0 [Inc. Chicago. IL]).

4.10.2 Analise de metilacio do DNA

Os dados da matriz de metilagdo foram processados no ambiente estatistico R 4.1.1
(//lwww.r-project.org/). O pacote R (R Core Team, 2021) RnBeads foi utilizado para controle
de qualidade e pré-processamento '*7. Primeiramente, utilizou-se o algoritmo de corte para
filtrar sondas e/ou amostras. Posteriormente, sondas que se sobrepunham a polimorfismos de
nucleotideo unico, sondas em cromossomos sexuais e/ou sondas cujas sequéncias mapeavam
multiplas localizagdes genomicas (reacdo cruzada) foram removidas. As intensidades brutas

obtidas na matriz foram normalizadas usando o método BMIQ, que ¢ uma abordagem de
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normaliza¢do baseada em modelo para corrigir valores  de sondas do tipo II de acordo com a
distribuicdo beta dos valores  das sondas do tipo I. Assim, um valor B especifico foi obtido
para cada sitio CpG encontrado. O valor B corresponde a razdo do sinal fluorescente entre a
sonda metilada (M) em relagdo a soma das sondas M e nao metilada (UM) [B = M/(M + UM)]
e variam de 0 (sem metilacao) a 1 (100% de metilagao de ambos os alelos). Por fim, modelos
lineares hierarquicos foram utilizados com pacote /imma para obter as diferengas entre grupos
138 Qs valores de p foram corrigidos para testes multiplos (taxa de descoberta falsa, FDR)
usando o método Benjamini-Hochberg. Uma pipeline de bioinformatica semelhante foi
aplicada a todas as comparagdes realizadas. Posteriormente, aplicou-se um limiar para os sitios
CpG significativos baseados em AP com um valor minimo de 5% (valor maior que 0,5 ou menor
que -0,5), um valor de p menor que 0,001 e de FDR menor que 0,05. A anotagado das ilhas CpGs
utilizou a seguinte categorizacdo: (1) shore, para cada uma das sequéncias de 2 kb que
flanqueiam uma ilha CpG; (2) shelf, para cada uma das sequéncias de 2 kb proximas a um shore
(2 a4 kb de uma ilha CpG); e (3) open sea, para DNA nao incluido em nenhuma das sequéncias
anteriores ou em ilhas CpGs. O local de inicio da transcrigdo, TSS200 ¢ TSS1500, indicou as
regides 200 ou 1500 pb a montante do local de inicio da transcricdo, respectivamente.
Considerou-se como regido promotora aquela que contemplou 5’UTR, a regido entre TSS e o
codon AGT (start site). A regido definida como corpo do gene correspondeu aquela entre o
codon AGT e o stop codon. Por fim, considerou-se 3°’UTR, a regido entre o stop codon ¢ a

cauda poli A.

4.10.3 Analise de enriquecimento de vias metabdlicas

A fim de obter ainda mais relevancia bioldgica das associacdes significativas entre a
metilagdo do DNA e os fenotipos estudados, foi realizada analise de enriquecimento de vias
metabolicas com o programa WebGestalt (WEB-based Gene SeT Analysis,
http://www.webgestalt.org), utilizando a Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG).
Os IDs foram carregados e analisados em relagdo ao genoma humano de referéncia, sendo que

os valores de p para enriquecimento foram ajustados para testes multiplos utilizando FDR <5%.
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5. RESULTADOS

Realizou-se a triagem de 1.217 pacientes atendidas no Ambulatorio de Lupus Adulto da
Divisao de Reumatologia do HC-FMUSP. Apés a aplicagdo dos critérios de inclusdo e exclusao,
identificou-se 461 pacientes potencialmente elegiveis para o estudo. Destas, 20 contatos
telefonicos ndo foram localizados e dois dbitos foram reportados. Assim, 439 pacientes foram
contatadas por telefone ou presencialmente nas consultas médicas, sendo que 189 nao
responderam ao convite, 199 recusaram participar do estudo e 51 aceitaram e foram incluidas
no estudo. O fluxograma abaixo (Figura 7) apresenta de forma representativa o nimero de

pacientes avaliadas, convocadas e incluidas/excluidas no estudo.

Figura 7 - Fluxograma de etapas de inclusdo e exclusdo de pacientes para a participacio do estudo.
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Apos afericao de peso e estatura e calculo do IMC, as participantes foram divididas em
dois grupos: o Grupo EUT foi formado por 23 pacientes e o Grupo EP por 28 pacientes. Assim,
observou-se, conforme esperado, que o Grupo EP apresentou valores médios de peso, IMC,
circunferéncia abdominal e percentual de gordura maiores que o grupo EUT. A caracterizagao
antropométrica ¢ de composi¢do corporal das pacientes incluidas no presente estudo estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1- Variaveis antropométricas e da composi¢ao corporal de pacientes com lipus eritematoso sist€émico e
peso adequado ou com excesso de peso incluidas no presente estudo (n = 51).

Variaveis EUT (n=23) EP (n=28) p
Peso (kg) 58,6+6,8 79,7+11,1 0,001
Altura (m) 1,6+0,06 1,6+0,07 0,713
IMC (kg/m?) 22,3+2,2 30,6+3,7 0,001
Circunferéncia abdominal (cm) 79,746,7 98,2+7,5 0,001
Massa gorda (kg) 19+3,5 29,8+5,3 0,001
Massa gorda (%) 32,1+3,4 37,3£2,3 0,001
Massa magra (kg) 39,6+4,2 49,91+6,4 0,001
Massa magra (%) 67,7£3,4 62,7+2,4 0,001

Valores em média £ DP. IMC: indice de massa corporal, EUT: peso adequado, EP: excesso de peso. Valores em
negrito: p <0,05.

O perfil sociodemografico das pacientes do grupo EUT foi composto majoritariamente
por mulheres brancas, solteiras e com ensino médio completo. Pacientes do grupo EP eram, em
sua maioria, pardas, casadas e com ensino superior completo. Observou-se uma maior
propor¢ao de mulheres com ensino superior completo no Grupo EP quando comparado ao
Grupo EUT (p <0,05). Os dados sociodemograficos das pacientes incluidas no presente estudo
estdo sumarizados na Tabela 2.

Observou-se que 20% das pacientes do Grupo EUT apresentavam concentracdes séricas
de colesterol total acima dos parametros de normalidade. No Grupo EP, cerca de 43% das
pacientes apresentavam colesterol total elevado e 61% HDL-c abaixo do recomendado (Figura
8). Além disto, o grupo EP demonstrou maior prevaléncia de pacientes com LDL-c acima da
normalidade, em relagdo ao grupo EUT (p=0,035).

Ainda, observou-se que o grupo EP apresentou maiores concentracdes de colesterol
total, LDL-c, ndo-HDL-c e porcentagem de linfocitos e menores concentragdes de acido folico

que o grupo EUT (Tabela 3).
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Tabela 2 - Dados sociodemografico de pacientes com LES e peso adequado ou com excesso de peso incluidas
no presente estudo (n=51).

Varidveis EUT (n=23) EP (n=28) p
Idade atual (anos) 34+6,9 35,545,9 0,179
Raca declarada 0,549
Amarela 1(4,3) -

Branca 9(39,1) 8 (28,6)

Negra 5(21,7) 7 (25)

Parda 8 (34,8) 13 (46,4)

Estado civil 0,126
Solteira 14 (60,9) 11 (39,3)

Casada 8 (34,8) 17 (60,7)

Divorciada 1(4,3) -

Escolaridade 0,037
ES completo 7 (30,4) 11 (39,3)

ES incompleto 7 (30,4) 1(3,6)

EM completo 9 (39) 10 (35,7)

EM incompleto - 3(10,7)

EF completo - 1(3,6)

EF incompleto - 2(7,1)

Valores em média £ DP ou nimero de pacientes (porcentagem). EF: Ensino fundamental; EM: Ensino médio; ES:
Ensino superior. EUT: peso adequado, EP: excesso de peso. Valores em negrito: p <0,05.

Figura 8 - Distribuicao de pacientes que apresentaram concentragdes séricas dos marcadores do perfil lipidico
fora dos pardmetros de normalidade.
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EUT: peso adequado, EP: excesso de peso Colest. Total: colesterol total; LDL-c:
lipoproteina de baixa densidade, HDL-c: lipoproteina de alta densidade, * p=0,035.
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Tabela 3 -Dados bioquimicos, hematologicos e imunolégicos de pacientes com lupus eritematoso sistémico e

peso adequado ou com excesso de peso incluidas no presente estudo (n =51).

Parametro EUT (n=23) EP (n=28) p

Glicose (mg/dL) 80,39+7,5 83,7518,4 0,145
Colesterol total (mg/dL) 151,22+33,3 174,04+36,8 0,026
LDL-c (mg/dL) 84,7+30,1 105,86+29,0 0,015
HDL-c (mg/dL) 49,13+11,3 46,96+11,3 0,502
ndo-HDL-c (mg/dL) 102,09+35,7 127,21+£32,9 0,012
VLDL-c (mg/dL) 17,3946,8 21,36%8,0 0,068
Triglicérides (mg/dL) 83,35+50,7 112,96+61,3 0,070
Vitamina B12 (pg/mL) 386,57+139,8 389,11+134,5 0,948
Acido félico (ng/mL) 11,4+3,9 9,47+2.6 0,041
PCR (mg/dL) 3,72+7,8 5,01+8,2 0,576
VHS (mm) 23,3+21,7 24,65+16,9 0,808
DHL/LDH (U/L) 181,61+35,7 190,08+37,3 0,423
Eritrocitos (milhdes/mms3) 4,42+0,3 4,4+0,4 0,828
Hemoglobina (g/dL) 12,55+1,0 12,38+1,6 0,67
Hematdcrito (%) 37,44+27 37,86+3,5 0,645
VCM (fL) 84,945,1 86,3+4,7 0,327
HCM (pg) 28,48+2,3 28,75+2,0 0,663
CHCM (g/dL) 33,53+1,3 33,57+1,2 0,915
RDW*CV (%) 11,98+3,9 13,09+0,9 0,197
RDW=*SD (fL) 40,44+3,0 40,5+2,7 0,938
Leucdcitos (mil/mm3) 5,41+2,3 5,84+1,7 0,477
Neutréfilos (%) 62,54+9,5 57,87+9,8 0,099
Eosindfilos (%) 1,75+1,3 1,84+1,4 0,813
Basofilos (%) 0,44+0,2 0,49+0,3 0,540
Linfdcitos (%) 25,66+7,7 31,33+7,6 0,013
Mondcitos (%) 9,25+3,0 8,12+3,0 0,206
Plaquetas (mil/mm3) 252,87+£71,0 270,92+65,8 0,361
VPM (fL) 10,2+1,0 10,25+0,9 0,849
Anti-dsDNA (Ul/mL) 55,9+67,8 111,12+£175,1 0,162
Anti-SM (UR/mL) 9,116,6 6,96+6,6 0,277
Complemento C3 101,7+31,4 104,73£26,4 0,715
Complemento C4 19,7916,6 22,42+7,0 0,184
Ant-Ro/SSA e anti-LA/SSB 19,36+28,6 17,92+24.8 0,851
ANTI- B2GPI IGG 2,13£1,0 1,96+1,0 0,583
ANTI- B2GPI IGM 4,43+1,6 4,08+1,9 0,490
Anti-P (negativo) 23 (100) 28 (100) -

Valores em média £ DP ou nimero de pacientes (porcentagem). LDL-c: lipoproteina de baixa densidade,
HDL-c: lipoproteina de alta densidade, VLDL-c: lipoproteina de muito baixa densidade, PCR: proteina
C reativa, VHS: Velocidade de Hemossedimentacdo, DHL/LDH: Desidrogenase Léatica/Lactato
desidrogenase, VCM: Volume Corpuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM:
Concentragdo da hemoglobina corpuscular média, RDW: Largura da distribuicéo das células vermelhas,
VPM: Volume plaquetério medio, Anti-dsDNA: autoanticorpos anti-DNA de dupla hélice, Anti-SM:
autoanticorpos anti-Smith, B2GPI: Beta 2 Glicoproteina 1. EUT: peso adequado, EP: excesso de peso.
Valores em negrito: p <0,05.
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Ainda, ndo foram observadas diferencas nas concentragdes séricas de 1L-17, IL-2, IL-6
e TNF-a entre os grupos EUT e EP; porém, o grupo EP apresentou maiores concentragdes de
leptina e menores de adiponectina que o grupo EUT (Figura 9).

Figura 9 - Valores relativos de niveis séricos de IL-17, IL-2, IL-6, TNF-q, leptina e adiponectina em pacientes
com lupus eritematoso sistémico e peso adequado ou com excesso de peso.
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EUT: peso adequado; EP: excesso de peso. *: p <0,05; ns: ndo significativo.

Ao realizar a comparacao entre o perfil de metilagdo de pacientes do grupo EP com o
grupo EUT, obteve-se 28.577 sitios CpGs que exibiram metilacdo diferencial do DNA igual ou
superior a 5% (DMCpGs; p<0,001; FDR<0,05) (Figura 10). Tais sitios CpGs foram

relacionados a 18.895 genes.
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Figura 10 - Heatmap das CpGs diferentemente metiladas entre pacientes com lipus eritematoso sistémico e
peso adequado ou excesso de peso.
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A Figura 11 mostra a distribui¢do gendmica dos sitios DMCpGs entre pacientes com
peso adequado e excesso de peso. Observou-se que a maioria dos DMCpGs se encontravam no
corpo do gene (58,7%), sendo que 36,6% encontravam-se na regido promotora (Figura 11A).

Ainda, a maior parte encontrava-se em “N_Shore” e 27,27% em ilhas CpGs (Figura 11B).

Figura 11 - Caracterizagdo dos sitios CpG diferentemente metiladas entre pacientes com LES e peso adequado
ou excesso de peso.
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A: Proporgdes das regides génicas dos sitios diferencialmente metilados. B: Distribui¢do gendmica de
sitios diferencialmente metilados em relagdo a ilha CpG. EUT: peso adequado, EP: excesso de peso.
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Optou-se por realizar as analises minuciosas somente dos sitios DMCpGs localizados
nas regido promotoras de genes. Destes, 3.730 CpGs estavam hipometilados em pacientes com
LES e excesso de peso quando comparadas a pacientes com LES e peso adequado. A variagao
entre os grupos foi de 5 a 22%. Tais sitios DMCpGs foram relacionados a 2.932 genes
conhecidos. Por outro lado, observou-se 3.342 DMCpGs hipermetilados em pacientes do grupo
EP quando comparadas as do grupo EUT (relacionadas a 3.028 genes conhecidos). A variagdo
entre os grupos foi de 5 a 26%. A Tabela 4 mostra os 20 principais sitios CpGs que exibiram
maior ¢ menor metilacdo diferencial entre os grupos. As diferengas mais significativas
observadas foram para os genes DLGAPI e MBP (A >20%).

Dentre os sitios DMCpGs hipometilados nas pacientes com LES e excesso de peso, 988
genes foram anotados para as categorias funcionais selecionadas e na lista de referéncias, sendo
assim utilizados para a andlise de enriquecimento (Tabela 5). E dentre os sitios DMCpGs
hipermetilados nas pacientes com excesso de peso, 982 genes foram anotados para as categorias
funcionais selecionadas e na lista de referéncias, sendo assim utilizados para a analise de

enriquecimento (Tabela 6).



Tabela 4 - Os 20 principais sitios CpGs diferentemente metilados entre pacientes com lupus eritematoso sistémico e peso adequado ou com excesso de peso.

Nivel de Nivel de
CpG metilacéo metilacao A* Gene Posicéo no gene
EUT EP
Hipometiladas nos pacientes do grupo EP comparado ao grupo EUT
DLGAP1- TSS200;Body;Body;Body;Body;Body;B
cg05757358 0,51+0,12 0,32+0,09 0,22 AS2:DLGAP1 ody:Body:Body
€g21636253 0,39+0,10 0,19+0,06 0,20 SPECX&E’SEZEECR' 5UTR;5'UTR;5'UTR;Body
cg00230120 0,69+0,16 0,44+0,11 0,20 LOC100292680 TSS1500
€g20361475 0,38+0,14 0,21+0,08 0,20 GCG TSS1500
cg17051399 0,39+0,09 0,20+0,06 0,18 FILIP1L;CMSS1 5UTR;5'UTR;Body
€g23282852 0,60+0,11 0,41+0,10 0,18 PAQRS 5UTR
cg00393130 0,39+0,14 0,20+0,06 0,18 CLEC3B TSS1500;Body
cg05005786 0,54+0,13 0,38+0,08 0,18 MECOM 5'UTR;Body
cg15439745 0,36+0,12 0,20+0,05 0,18 ATADS TSS1500
€g23172293 0,58+0,11 0,39+0,08 0,18 MRPL14 ExonBnd;5'UTR
Hipermetiladas nos pacientes do grupo EP comparado ao grupo EUT
cgl17359367 0,29+0,07 0,50+0,07 0,20 TSS1500
cg07157893 0,46+0,12 0,67+0,07 0,21 GBE1 TSS1500;Body
cg15782561 0,46+0,13 0,67+0,13 0,21 MARCH1 1stExon
cg08789933 0,69+0,21 0,83+0,07 0,22 RPL10L 5'UTR;Body
€g23471351 0,18+0,09 0,43+0,10 0,22 KIAA0182 TSS1500
5UTR;5'UTR;5'UTR;5'UTR;TSS1500;T

cg01466133 0,45+0,11 0,67+0,14 0,22 ASB8 $S1500:5'UTR
€g19954348 0,29+0,09 0,55+0,12 0,24 BLCAP;NNAT;NNAT TSS200
cg01022939 0,51+0,17 0,77+0,07 0,24 Cborf47 TSS1500
€g25389087 0,29+0,15 0,58+0,12 0,24 PRR23C 5UTR;5'UTR
€g05046305 0,24+0,20 0,56+0,15 0,26 MBP 1stExon;Body;1stExon

Valores em média = DP. EUT: peso adequado, EP: excesso de peso.
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Tabela S - Vias metabdlicas associadas aos sitios CpGs hipometilados em pacientes com lipus eritematoso
sistémico e excesso de peso quando comparado ao peso adequado.

KEEG Via Metabdlica Razédo de enriquecimento
hsa00603 Biossintese de glicoesfingolipidos 3,02
hsa04010 Via de sinalizacdo MAPK 1,38
hsa04060 Interacéo citocina-receptor de citocina 1,39
hsa04072 Via de sinalizacao da fosfolipase D 1,66
hsa04360 Orientacdo do axonio 1,56
hsa04724 Sinapse glutamatérgica 1,72
hsa04810 Regulacéo do citoesqueleto de actina 1,46
hsa05032 Dependéncia de morfina 1,74
hsa05033 Dependéncia de nicotina 2,46
hsa05200 Vias de sinalizagdo do cancer 1,25

Tabela 6 - Vias metabdlicas associadas aos sitios CpGs hipermetilados em pacientes com lipus eritematoso
sistémico e excesso de peso quando comparado ao peso adequado.

KEEG Via Metabdlica Razédo de enriquecimento
hsa00071 Degradacéo de acidos graxos 2,25
hsa00520 Metabolismo de aminoécidos e agUcares de nucleotideos 2,06
hsa01212 Metabolismo de acidos graxos 2,38
hsa03320 Via de sinalizacdo PPAR 1,95
hsa04261 Sinalizagdo adrenérgica em cardiomiocitos 1,74
hsa04371 Via de sinalizacdo de apelina 1,67
hsa04668 Via de sinalizacdo TNF 1,66
hsa04724 Sinapse glutamatérgica 1,73
hsa04725 Sinapse colinérgica 1,9
hsa04744 Fototransducao 2,44

Observou-se que os genes DNMT1, TNF-a, IL-6, LEP, ADIPOQ apresentaram maiores
niveis de expressao em pacientes do grupo EP quando comparadas ao grupo EUT, com excec¢ao

do gene STAT3 que por sua vez ndo apresentou diferenca entre os grupos (Figura 12).
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Figura 12 - Expressao relativa dos genes DNMT1, TNF-a, IL-6, LEP, ADIPOQ e STAT3 em pacientes com lupus
eritematoso sistémico e peso adequado ou excesso de peso.
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EUT: peso adequado; EP: excesso de peso. *: p <0,05; ns: ndo significativo.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que as pacientes com LES e excesso de peso
apresentaram um perfil de metilagdo do DNA e de expressao génica no TA distintos daquelas
com LES e peso adequado, caracterizado pela hipermetilacio de genes relacionados ao
metabolismo e degradacdo de 4cidos graxos e hipometilagio de genes relacionados a
autoimunidade, producdo de citocinas e intera¢do das citocinas com seus receptores. Ainda,
algumas diferengas no perfil bioquimico caracterizado por maiores concentragdes de linfocitos,
colesterol total ¢ LDL e menores concentracdes de acido folico nas pacientes do grupo EP
também foram encontradas. Ainda, apesar da diferenga entre as concentragdes séricas de leptina
e adiponectina, nao foram observadas diferengas nas concentragdes das citocinas inflamatorias
entre os grupos.

O perfil clinico dos pacientes com LES ¢ notavelmente complexo e diversificado,
refletindo a natureza abrangente dessa doenca autoimune, com manifestagdes e sintomatologia
heterogénea entre os individuos '*°. A presenca de disturbios metabolicos nestes pacientes
acrescenta uma camada adicional de complexidade aos sintomas apresentados. O ganho de peso
excessivo, por exemplo, estd associado a um estado inflamatdrio cronico de baixo grau,
caracterizado pela producao aumentada de citocinas pro-inflamatérias e a ativacdo de vias
metabolicas disfuncionais *°. Esses processos podem interagir de maneira complexa e sinérgica
com os mecanismos imunoldgicos, hematologicos, genéticos e epigenéticos envolvidos no
LES, influenciando a progressio da doenca e as respostas aos tratamentos 140,

Evidenciou-se no presente estudo que as pacientes com LES associado ao excesso de
peso apresentaram maior massa gorda e circunferéncia abdominal, refletindo o acumulo de
tecido adiposo, principalmente na regido abdominal, o qual pode ocasionar uma piora do quadro
inflamatorio associado ao LES. Estudo prévios vem demonstrando que o excesso de peso

141,142

corporal pode acarretar uma maior atividade clinica da doenga , com piora da qualidade

143

de vida ', capacidade cognitiva e funcional '*4, dano renal '*° e aumento do risco de doencas

cardiovasculares '4®!'%7. Neste sentido, Gomez e colaboradores '*®

evidenciaram, por meio
aplicagdo de questiondrios e a afericdo de medidas corporeas de 1.681 pacientes, que o excesso
de peso e a obesidade estdo associados a uma pior qualidade de vida e fadiga nos pacientes com
LES. Os resultados mostraram que pacientes com este perfil possuiam escores mais baixos em
medidas de qualidade de vida, como a Escala de Saude SF-36 e a Escala de Fadiga FACIT, em

compara¢do com pacientes com peso adequado. Além disso, a obesidade teve um impacto mais

significativo na qualidade de vida do que a atividade da doenca, destacando a importancia de
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considerar o peso corporal como parte da avaliacdo clinica para o manejo de pacientes com
LES. Em adi¢do, Munguia-Realpozo e colaboradores !4 avaliaram o ganho de peso como fator
de risco para progressdao de complicagdes cardiacas no LES. No estudo com 70 participantes
mulheres foi observado que um IMC mais elevado e uma maior duragdo da doenga estavam
significativamente associados a um maior risco de disfuncdo diastélica do ventriculo esquerdo.
Ainda, a resisténcia a insulina foi identificada em 60% das pacientes, sugerindo uma possivel
ligacdo entre a resisténcia a insulina e a disfunc¢ao cardiaca em pacientes com LES.
Curiosamente, apesar de apresentarem menores percentuais de massa gorda que as
pacientes do grupo EP, as pacientes com LES e peso adequado apresentaram porcentagem de

1350 em um

massa gorda aumentada em relagdo ao esperado. Sola-Rodriguez e colaboradores
estudo transversal envolvendo mulheres com LES evidenciou uma mediana de IMC de 24,0
kg/m? e do percentual de gordura corporal de 34,5. O maior percentual de gordura corporal
associado ao LES pode ser justificado por fatores ambientais como o estilo de vida,

151" e outros fatores

caracterizado pelo sedentarismo e habitos alimentares inadequados
inerentes a doenca como duragao e atividade da doenca, cronicidade e uso de medicamentos
152 A prednisona, glicocorticoide amplamente empregado no controle da inflamagdo aguda e
supressdo do sistema imunoldgico autorreativo '3, ocasiona varios efeitos adversos como a
retencao de eletrolitos (e.g. sddio e potdssio) que favorecem a retengdo de dgua, ocasionando o

154

desbalanco osmotico e inchaco %, além do favorecimento da hipertrigliceridemia, com

consequente aumento do fluxo de acidos graxos para o figado, resisténcia a insulina e acimulo
desenvolvimento da gordura visceral !>,

Em paralelo, observou-se na uma porcentagem significativa das pacientes com excesso
de peso apresentou alteragdes séricas nas fracdes de colesterol total e LDL, demonstrando que
o excesso de peso pode ser um fator potencial para o desbalango do metabolismo lipidico ',
podendo contribuir para evolucio de maus prognosticos e doencas cardiovasculares 3718,
Além disto, € notorio que caracteristicas inerentes a propria doenca ou tratamento como uso
prolongado de glicocorticoides '**, limitagdes motoras e sedentarismo '*°, alimentacio '® e
estilo de vida '®! contribuem para a dislipidemia encontrada nesses pacientes ',

Em relagdo aos pardmetros hematoldgicos, observou-se que as pacientes com LES e
excesso de peso apresentaram maiores concentracoes de linfocitos circulantes que aquelas com
peso adequado; entretanto, ndo foram observadas diferencas nas outras fragdes de células
brancas, células vermelhas e plaquetas. Esse aumento dos linfécitos circulantes é consistente
com achados da literatura tanto em relacdo ao LES !9, como a obesidade '**. Os linfocitos T

fazem parte do sistema imunologico adaptativo e sao classificados em diversos subgrupos de
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acordo com sua fungdo especifica. Os linfocitos T efetores estdo envolvidos na ativacdo de
outras células imunes, como os linfocitos B, estimulando a produ¢do de anticorpos, com
consequente ativacdo de linfocitos T citotoxicos e aumento da atividade dos macrofagos .

De maneira interessante, grupo de pesquisadores reportaram previamente que pacientes
com LES apresentaram valores significativamente mais elevados da relagdo entre neutréfilos e
linfocitos e relagio entre plaquetas e linfocitos em comparagio com os controles saudaveis ',
Na obesidade, os linfocitos T efetores promovem a produgdo de citocinas T auxiliares pro-
inflamatorias, gerando o estado inflamatério %1%, Estudo recente que investigou possiveis
diferengas imunometabolicas em pacientes com diferentes graus de obesidade, observou que a
medida que o grau de obesidade aumentava, a quantidade linfocitos T CD4+ também
aumentava '®*. Outros autores observaram aumento de linfocitos T auxiliares no sangue
periférico de individuos com obesidade '¢7. Ainda, outros autores reportaram que a contagem
de linfocitos 19716 leucocitos, neutrofilos e plaquetas sdo significativamente afetadas pelo
IMC %%,

Considerando os pardmetros imunologicos, ndo foi observada diferenca entre os grupos;

4 30 avaliarem o

achados esses que diferem da literatura. Correa-Rodriguez e colaboradores !
impacto da obesidade em uma amostra de 275 pacientes com LES evidenciou que aqueles com
maiores IMC apresentaram maiores concentragdes séricas de complemento C3 e PCR de alta
sensibilidade. Além disso, estudo em modelo animal de LES alimentado com dieta com alto
teor de gordura mostrou uma tendéncia de aumento das concentracdes de anti-dsDNA e ANA
nesses animais, o que poderia estar relacionado com o desenvolvimento acelerado e exacerbado
de LES e autoimunidade encontrado !’°. Apesar desses achados, poucas sdo as evidéncias do
papel da obesidade nos pardmetros imunologicos de pacientes com LES.

Adicionalmente, evidenciou-se que o grupo EP também apresentou baixas
concentragdes séricas de acido folico quando comparado ao grupo EUT. Resultados prévios
mostraram uma correlagdo negativa entre as concentragdes séricas de folato e o IMC em adultos
coreanos jovens e de meia-idade, nos quais participantes com baixas concentragdes de acido
folico apresentaram maiores chances de ter IMC e circunferéncia abdominal elevados,
sugerindo que a deficiéncia de folato pode estar relacionada ao ganho de peso e a obesidade em
adultos coreanos '’!. Se tratando do LES, estudos vem investigando as concentragdes séricas
de folato em pacientes acometidos pela doenga, com resultados inconsistentes '7*!73,
Considerando as principais fungdes do acido folico, como modulagdo dos niveis de metilagao

174

de DNA; fungdes imunomoduladoras no contexto da autoimunidade ', e cofator do

175

metabolismo da homocisteina "'°, as baixas concentra¢des encontradas em pacientes com
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excesso de peso podem trazer piora do quadro clinico ou do prognéstico desses pacientes.
Destaca-se que o excesso de homocisteina sérica ¢ um fator contribuidor adicional para o risco
elevado de aterosclerose em pacientes com LES 72, Ainda, estudo in vitro mostrou que a
deficiéncia de folato inibiu a prolifera¢io de linfocitos T CD8+ humanos !7¢, sendo que a funcio
efetora reduzida das células T CD8+ contribui para a autoimunidade sist€émica e patogénese do
LES 77, Por fim, o 4cido félico é um nutriente essencial para os processos de metilagdo do
DNA 78 Nesse cendrio, diversos estudos vém mostrando que o status de folato pode influenciar
a relagio entre metilagdo do DNA e fendtipo inflamatorio 713!,

Como principal achado do presente estudo, observou-se um perfil distinto de metilacdo
do DNA no TA entre pacientes com LES com peso adequado ou excesso de peso. E importante
ressaltar que este estudo € pioneiro em comparar o perfil de metilagdo do DNA em pacientes
com LES de acordo com o estado nutricional. Ainda, também € o primeiro estudo a avaliar o
TA dessa casuistica. Além disto, o enriquecimento das vias metabolicas mostrou que os genes
hipometilados em pacientes com LES e excesso de peso se relacionavam a via de sinalizagdo
da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e via de intera¢do citocina-receptor de
citocina. Por outro lado, os genes hipermetilados nesse grupo de pacientes relacionaram-se a
vias do metabolismo e degradacdo de acidos graxos, sinalizacdo do receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPAR) e sinalizagdo de TNF.

E de conhecimento que as vias de sinalizagio MAPK desempenham um papel de grande
importancia imunorregulatéria, visto que elas conduzem a sinalizagdo intracelular em cascata,
desempenhando seu papel condutor em processos celulares, incluindo crescimento,
diferenciagio, proliferagio, sobrevivéncia e motilidade celular '*2. Essas vias sdo ativadas em
resposta a estimulos extracelulares, como fatores de crescimento, € s3o compostas por uma série
de quinases que se ativam sequencialmente. A ativacdao da via MAPK geralmente se inicia com
a ligacdo de um ligante a um receptor de tirosina quinase na membrana celular, desencadeando
sucessivos eventos que culminam na fosforilagdo e ativagdo de proteinas quinases especificas
de serina/treonina. Uma vez ativadas, as quinases sao translocadas para o nucleo celular, onde
regulam a expressdo génica e ativam uma variedade de substratos envolvidos em respostas
celulares especificas, como a inflamagdo '*3. Estudos prévios demonstraram que a ativa¢io das
vias MAPK ¢ um potencial mecanismo proé-inflamatério em doengas autoimunes '34!% Por
exemplo, defeitos na regulagdo dessa cascata foram associados ao comprometimento da

manutengio da tolerancia das células T no LES '8¢

. Além disso, foi demonstrado que a ativagdo
da MAPK ¢ crucial para a ativacdo das células B, levando a produgdo de imunoglobulinas, e

para a producdo de uma série de citocinas, incluindo IL-6 ', Estudo recente evidenciou
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superexpressdo das vias de sinalizagdio de MAPK em células mononucleares do sangue
periférico (em inglés, PBMC’s) de pacientes com LES associada a fibrose pulmonar idiopatica,
mostrando que a via de sinalizagdo p38MAPK ¢ um importante mecanismo de resposta
inflamatoria, regulando a infiltragdo de certos subconjuntos de células imunes '®%. Assim,
sugere-se uma forte correlagdo de sinalizagdo MAPK a inflamagdo e excesso de peso e gordura
corporal. Acredita-se que a hipometilagdo do DNA de genes associados a essa via poderia levar
a maior expressao génica ¢ maior producdo de citocinas inflamatorias em pacientes com LES
com excesso de peso, 0 que acarretaria a piora da sintomatologia e exacerbagdo da doenga.

Em adi¢do, CpGs em genes associados a via de interagdo citocina-receptor de citocina
também estavam hipometilados em pacientes com LES e excesso de peso. Essa via ¢
responsavel pela regulacdo da resposta imune, inflamagdo e na patogénese de varias doencas
autoimunes *°. Participam das respostas inflamatérias e da regulagio imunoldgica proteinas do
eixo CCL21/CCR?7, as quais s3o altamente expressas em doencas autoimunes %, cujos genes
estavam hipometilados nas pacientes do grupo EP. Quando ativado, o ligante de quimiocina 21
(CCL21) se liga ao receptor CCR7, o qual € expresso em varias células do sistema imune (e.g.
células T reguladoras, células dendriticas, células natural killers), propiciando a migracao
celular nos tecidos '* . Nesse sentido, niveis aumentados de CCL21 foram associados a maior
exacerbacdo da atividade da doenca de pacientes com LES '*°. Ainda, de acordo com recente
revisdo, diversos estudos em modelo animal e ensaios clinicos evidenciaram que a interrupgao
da interacdo CCL21/CCR7 pode ser uma abordagem terapéutica promissora para o tratamento
de doengas autoimunes '3, Nesse sentido, a hipometilagdo do gene CCL21B e de outros genes
associados a via de interagdo de citocinas com seus respectivos receptores, assim como um
possivel aumento da expressao desses genes em pacientes com excesso de peso sugere um
mecanismo epigenético de regulagdo da resposta imune, o qual ainda pode estar associado com
exacerbagdo do quadro clinico.

Considerando os sitios CpGs hipermetilados nos pacientes com LES e excesso de peso,
destaca-se a via do metabolismo e degradacdo de acidos graxos. Os acidos graxos sdo
degradados nas mitocéndrias por um processo bioquimico denominado B-oxidagdo, pelo qual
0 organismo produz energia na forma de ATP. Nos peroxissomos, 0s acidos graxos de cadeia
longa sdo convertidos em acil-CoA que, por sua vez, precisam ser transportados até o interior
das mitocondrias pelo sistema de transporte de carnitina, catalisado pela carnitina
aciltransferase-1 ou carnitina palmitoiltransferase-1 (CPT-1). Enquanto no citosol, o acil-CoA
é convertido em acilcarnitina (pela enzima carnitina aciltransferase 1) que entra na matriz

mitocondrial e segue o processo de B-oxidacéo 1,
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Sabe-se que no LES, a energia derivada da B-oxidacéo de lipidios esta reduzida 1%2. Em
paralelo, evidéncias apontam que as células T sdo menos eficientes na geracdo de ATP 1%, fato
esse que pode estar associado com a base molecular da fadiga cronica que os pacientes
acometidos pela doenga normalmente experimentam 2. Somado a isso, a obesidade pode levar
ao comprometimento do metabolismo celular, incluindo a dependéncia da oxidagéo da glicose
(para a producdo de ATP) e a diminuicdo da oxidacdo dos &cidos graxos. Alguns autores
sugeriram que individuos com obesidade tém atividade reduzida de CPT-1, o que prejudica o
fluxo de transferéncia de acidos graxos para as mitocondrias e, portanto, reduz a p-oxidagao %4,
Outros demonstraram que o aumento da B-oxidacdo de &cidos graxos estd negativamente
correlacionado com o IMC 2, Tais evidéncias explicam a hipermetilagdo de genes importantes
como acetil-CoA aciltransferase 1 (ACAAL), acetil-CoA acetiltransferase 1 (ACAT1) e CPT-
1A encontrada no presente estudo. Assim, acredita-se hipermetilacdo e possivel reducdo da
expressao génica associa-se a menor atividade das enzimas, menor [3-oxidacdo nos pacientes
com excesso de peso.

Outra via metabdlica que apresentou um perfil de hipermetilagdo nas pacientes do grupo
EP foi a via de sinalizacdo do PPAR. Observou-se que essa via englobou importantes genes que
controlam o metabolismo da glicose e de lipidios, e o processo de inflamagdo, como lipase
lipoproteica (LPL), receptor ativado por proliferador de peroxissomo gama (PPARY),
translocase de acidos graxos (FAT/CD36), proteina de ligagdo a &cidos graxos 5 (FABPS) e
pirilipina 1 (PLINI). Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) sao

fatores de transcrigdo ativados por ligantes, sendo o PPARy um subtipo '

. Quando ativado, o
PPAR liga-se ao receptor de retinol X para formar heterodimero e depois se liga ao elemento
de resposta do proliferador de peroxissoma (PPRE), que pode ativar algumas proteinas ou genes
enzimaticos relacionados ao metabolismo de lipidios . Especificamente, o PPARY apresenta
um papel critico no metabolismo lipidico, regulando genes como o LPL e FAT/CD36, além de
outros genes envolvidos na liberagdo, decomposicao, transporte € armazenamento de acidos
graxos 7.

Nesse sentindo, a redu¢do da atividade do PPARy pode levar a disfungdes metabolicas,
como resisténcia a insulina e desregulagdo da homeostase lipidica, contribuindo para o
desenvolvimento de condi¢des como obesidade e diabetes mellitus tipo 2 %1%, Além disso, o
PPARYy ¢ extensivamente expresso em cé€lulas do sistema imune, atuando na inibicdo da
ativacio e fungio de macrofagos e células dendriticas 2°° e mediando a sobrevivéncia, ativa¢io
e diferenciacdo de células T 2°! e, assim, inibindo processos inflamatérios 22, Assim, a

expressao aumentada de PPARy pode desempenhar um papel protetor na patogénese das
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doengas autoimunes, principalmente do LES, modulando a polarizacdo dos macrofagos e
suprimindo a resposta inflamatoria 2. Estudo experimental evidenciou que agonista do PPARy
atuam na reducgdo da producao de autoanticorpos, prevenindo doencas renais e cardiovasculares
em modelos de camundongos com LES, sendo que indugdo de adiponectina foi o principal
mecanismo molecular posposto 2**. Ainda, autores recentemente a alteragio do metabolismo
lipidico e os mecanismos associados estdo envolvidos na patogénese e progressio do LES 2%,
Dessa maneira, acredita-se que a hipermetilacdo de genes da via de sinalizacdo do PPAR
associada ao excesso de peso, com possivel reducdo da expressdo génica, levaria a uma
disfun¢do do metabolismo de lipidios, assim como da regulag¢do da inflamagao, contribuindo
para sua exacerbagdo dos sintomas e maior risco cardiovascular.

Diferentemente do esperado, CpGs em genes associados a via de sinalizagdo de TNF
também estavam hipermetilados em pacientes com LES e excesso de peso. As vias de interagdo
do TNF com seus receptores, TNFR1 e TNFR2, desencadeiam uma cascata de eventos
intracelulares que podem levar a ativacdo de fatores de transcricdo como fator nuclear kappa B
(NF-xB) e proteina ativadora 1 (AP-1), resultando na expressdo de genes pré-inflamatorios e
antiapoptéticos. Além disso, o TNF esta envolvido na regulacéo da resposta imune adaptativa,
na diferenciacdo de células T e na modulacdo da resposta imune contra patdgenos. Quando a
via de sinalizacdo do TNF ndo esta sendo expressa ou esta comprometida, isso pode resultar
em uma série de consequéncias negativas para o organismo 2%207 como aumento da
susceptibilidade a infec¢des, regulacao inadequada da cascata de inflamacgéo, com desequilibrio
da resposta inflamatdria e desenvolvimento de doencas autoimunes, inflamatorias e crénicas.

Além disto, também pode afetar a regulacdo da apoptose, levando a uma proliferacdo
celular descontrolada ou a sobrevivéncia prolongada de células danificadas ou infectadas,
contribuindo para o desenvolvimento de distdrbios como cancer 2. Assim, havia a hip6tese de
gue tais genes estariam menos metilados e mais expressos em pacientes com excesso de peso
quando comparadas aquelas com peso adequado. Entretanto, apesar da hipermetilagdo das vias
de sinalizacdo de TNF, observou-se maiores niveis de expresséo génica de TNF-a no grupo EP.
Ainda, a expressao do gene IL-6 também foi maior no TA de pacientes com excesso de peso.

Considerando o papel do TNF-a e da IL-6, nos processos inflamatorios, bem como os

208,209

suas respectivas fungdes pleiotropicas frente a quadros de doengas autoimunes e

distarbios metabdlicos 2'°, ha um consenso de que os niveis de expressio génica de TNF-a e

211 e no LES 212213 fato esse observado no presente estudo.

IL-6 estejam elevados na obesidade
Porém, as concentragdes séricas das mesmas citocinas ndo diferiram entre os grupos. A

literatura mostra que individuos com obesidade, quando comparados ao peso adequado,
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apresentam um aumento de duas a trés vezes nos niveis circulantes de TNF-a e IL-6, 214216,
Ainda, evidéncias sugerem que a principal fonte dessa producdo aumentada de citocinas
inflamatorias associada a obesidade sdo os macrofagos residentes no tecido adiposo 217218,
Sabendo disso, dois importantes pontos podem ser destacados. Em primeiro lugar, considerando
que individuos com LES ja apresentam niveis de TNF-a e IL-6 aumentados 222 desde os
estagios iniciais de manifestacdes da doenca, pode-se ficar dificil avaliar o efeito do excesso de
tecido adiposo nesses parametros. Em segundo lugar, as pacientes avaliadas apresentavam
excesso de peso e assim, ndo eram todas com diagndstico de obesidade, fato este que também
pode ter interferido nesses achados.

Adicionalmente, verificou-se maior expressao relativa de DNMTI, LEP, ADIPOQ no
grupo excesso de peso quando comparado ao grupo peso adequado. O gene DNMTI ¢
responsavel por codificar enzima de mesmo nome, a qual desempenha papel crucial no processo
de metilagdo do DNA 22!, A literatura sobre a expressio de DNMTI no tecido adiposo de
pacientes com doengas autoimunes ¢ escassa, sendo que os estudos encontrados avaliaram as
células T CD4+. Os resultados comparando a expressdo do referido gene em pacientes com
LES e controles saudaveis sdo conflitantes, existindo achados que pacientes com LES exibiram
expressdo reduzida de DNMTI #2223 enquanto nenhuma diferenca também foi reportada 2.
Se tratando do excesso de peso, os resultados da literatura divergem entre si. De um lado, estudo
avaliando expressao de DNMT1 em TA subcutaneo e visceral demonstrou uma superexpressao
em pacientes com obesidade e resisténcia insulinica ??°. Por outro lado, outros autores
demonstraram menor expressdo de DNMTI no TA de individuos com obesidade do que em
individuos sem obesidade, demonstrando possivel mecanismo epigenético pelo qual o perfil de
metilacdo do DNA especifico do TA ¢ modificado devido a perda de DNMTI, levando a
hipertrofia de adip6citos, a bioenergética mitocondrial prejudicada e a intolerancia sistémica a
glicose 2?°. Interessantemente, Hou e colaboradores **” evidenciou a influéncia da obesidade na
hipometilacdo global de células T CD4+ em pacientes com LES. Por fim, observaram menor
expressao de DNMTI1 nos pacientes com LES e obesidade, sendo que seu nivel estava
negativamente correlacionado com o IMC. Curiosamente, alguns estudos apontam que, no LES,
vias metabodlicas como a via de sinalizagdo da MAPK regulam negativamente a atividade da
DNMT 2222 Assim, esperava-se que a hipermetilagio dessa via em individuos com excesso
de peso levaria a uma maior inibicdo da expressdo de DNMTI em pacientes do grupo EP,
resultado contrario ao encontrado.

Ademais, foi observado maiores niveis de expressdo génica e niveis séricos de leptina

no grupo de pacientes com excesso de peso corroborando ao que era esperado. Estudos ja
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descreveram o gene LEP como um dos potenciais marcadores relacionados ao ganho de peso.
Eldosouky e colaboradores em 2018 revelaram que criangas com sobrepeso ¢ obesidade
apresentaram uma superexpressao do gene LEP e concentragdes significativamente mais
elevadas de leptina no sangue em comparagio com o grupo controle 23°. A literatura demonstra
que concentracdes séricas de leptina elevadas devido ao excesso de tecido adiposo, promovem
a resisténcia a a¢do da leptina no cérebro, resultando em uma falha na regulacao do apetite e do
metabolismo, contribuindo para a manuten¢io do ganho excessivo de peso ”°.

Apesar dos estudos demonstrarem menores concentracdes séricas de adiponectina em

2BL232 " gbservou-se no presente estudo concentragdes séricas

individuos com excesso de peso
aumentadas nesses pacientes quando comparados aos com peso adequado. Ressalta-se que
concentragdes séricas elevadas de adiponectina j4 foram descritas em outras doencas
inflamatorias, como a artrite reumatdide e o LES 2**23%, Assim, acredita-se que a caracteristica
inflamatoria do LES se sobrepds ao efeito do excesso de peso na concentragdes de adiponectina
nas pacientes avaliadas.

Os resultados apresentados propiciam uma visdo esclarecedora sobre a distingdo da
assinatura epigenética entre pacientes com LES e diferentes estados nutricionais, além das
caracteristicas fenotipicas esperadas. Uma abordagem holistica da investigacdo dos padrdes de
metilacdo do DNA, os quais desempenham um papel na regulacao da expressdo génica, torna-
se imperativa para a compreensao dos mecanismos subjacentes a heterogeneidade do LES e sua
correlacdo com outras condigdes médicas, bem como com a resposta aos tratamentos. A
medicina de precisdo emerge como um paradigma promissor ao individualizar as medidas

235 Portanto, é essencial adotar uma

terapéuticas, visando prognésticos mais precisos
abordagem diferenciada ao avaliar pacientes com excesso de peso em comparagao com aqueles
com peso adequado. Estes estudos tém o potencial ndo apenas de distinguir os subgrupos de
pacientes com LES, mas também de guiar o desenvolvimento de abordagens terapéuticas

personalizadas que considerem a complexidade do perfil clinico de cada individuo.
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7. CONCLUSAO

Concluiu-se que pacientes com LES e excesso de peso possuem um perfil de metilagao
do DNA no tecido adiposo subcutidneo distinto daqueles com LES e peso adequado,
caracterizado por uma hipermetilagdo de vias relacionadas a degradagdao de acidos graxos,
sinalizagdo do PPAR e do TNF; e hipometila¢ao de vias relacionadas a sinalizagdo da MAPK e
de interagdo de citocinas com seus receptores. Concomitante com essa diferenca no perfil de
metilacdo do DNA, pacientes com LES e excesso de peso apresentaram maior expressao génica
de importantes marcadores inflamatdrios. Assim, existe assinatura epigenética especifica de
pacientes com LES e excesso de peso decorrente do aumento das reservas de tecido adiposo,
assinatura essa que se associa ao estado inflamatdrio e pode explicar o porqué pacientes com
excesso de peso possuem um pior estado clinico e possivel prognostico desfavoravel.

Dada a sua natureza exploratdria, este estudo abre caminhos para novas investigacdes
sobre a regulagdo epigenética de vias metabolicas associadas ao LES, com o objetivo de
identificar possiveis biomarcadores. Esse avanco podera contribuir significativamente para um

diagnostico mais preciso € um tratamento mais personalizado no futuro.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do projeto.

1
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO

PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - Efeito da suplementagéo &cido félico e vitamina B12 no perfil epigenético
de pacientes com lupus e obesidade
Pesquisador principal — Carolina Nicoletti Ferreira Fino

Departamento/Instituto - Divisdo de Reumatologia / Faculdade de Medicina

Convite a participacao

Gostariamos de convida-la a participar deste estudo. Estamos convidando os pacientes do
ambulatério de Reumatologia do Servico de Reumatologia, Hospital das Clinicas - Faculdadede
Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP) com o diagnéstico de lupus eritematoso
sistémico (lipus). Caso vocé aceite o convite, vocé realizard alguns exames que estéo descritos
abaixo, no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Justificativa e objetivos do estudo

Sabe-se que no desenvolvimento do lldpus eritematoso sistémico se observa aumento da
inflamacéo em diversas partes do corpo, prejudicando a funcéo de diversos 6rgaos. Mecanismos
genéticos relacionados ao DNA podem estar associados a piora do quadro da doenca. A
suplementacgdo de nutrientes como vitamina B12 e acido félico, normalmente feita emcapsulas,
parece ter um efeito importante no controle genético da doenca, melhorando ainflamacao,
podendo ajudar na melhora dos sintomas. Dessa forma, o objetivo desse estudo é verificar os
efeitos da suplementacéo de vitamina B12 e acido félico em pacientes com IGpus e as possiveis
alterac6es no DNA. Espera-se que a suplementagdo afete beneficamente a atividade da doenca
e a melhora de parametros clinicos e de qualidade de vida.

Procedimentos que serdo realizados e métodos que serdo empregados

Abaixo estdo descritos 0s exames que serao feitos por vocé.
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Apéds estes exames, vocé podera ser sorteada em um destes dois grupos: 1) grupo
suplementagdo (que recebera capsula com 400 mcg de acido félico e 2000 mcg de
vitaminaB12 por dia) ou 2) Placebo (polpa de celulose). Em ambos os grupos, esta
suplementacéo serafeita por meio da ingestdo de 1 capsula ao dia. Ap6s 3 meses de
suplementacéo, os examesque foram realizados antes da suplementacao seréo repetidos.

- Responder a questionarios: vocé precisara responder algumas perguntas especificas que
ajudardo a determinar se a suplementacéo ajudou a melhorar os sintomas da sua doenca e
suaqualidade de vida;

- Analise da sua alimentagéo (todos os alimentos que vocé consome durante um dia) por meio
do questionario chamado de Recordatério 24 horas;

- Medidas de peso, altura (por meio de uma balanca) e circunferéncia do abdémen (por meio
deuma fita métrica);

- Avaliacdo da composicao corporal, ou seja, do quanto vocé tem de massa gorda e de massa
magra (massa livre de gordura). Este exame seré realizada em um equipamento chamado
Este exame sera realizado em um equipamento chamado DXA, o qual consiste em uma
maquinague “escaneia”’ seu corpo, sem nenhum risco;

- Coleta de sangue, que sera feita em jejum de 12 horas para ajudar a determinar como esta
a atividade da sua doenca. A coleta sera feita na veia do seu brago, como as coletas de sangue
gue vocé faz normalmente do laboratério do Hospital das Clinicas;

- Realizacao de uma bidpsia na regido do umbigo que sera feita na enfermaria da Disciplina
de Reumatologia, em uma sala propria para o procedimento, por um médico treinado. Nessa
etapa, retiraremos um pequeno pedaco (cerca de 2g) de tecido de gordura da sua regido
abdominal. Vocé sera orientada a deitar-se em uma maca, com o corpo relaxado. O médico
farduma “limpeza” do local e, em seguida, aplicara anestesia local. Depois que ele confirmar
gue a anestesia fez efeito, ele fard um pequeno corte (1 cm), retirara o pedago de gordura e,
em seguida, ird costurar com linha prépria de cirurgia (cerca de quatro pontos). No final do
experimento, o médico fard um curativo que nao podera ser molhado por 24 horas e devera
ser mantido por pelo menos 3 dias. Vale a pena lembrar que essa técnica tem uma baixissima
taxa de problemas apos o procedimento. Vocé podera sentir um desconforto leve como dor
ou inchacgo. Esse pedaco de gordura sera utilizado para avaliar seu DNA.

Todos os procedimentos descritos acima ndo fazem parte de sua rotina de acompanhamento
no hospital e, portanto, sdo considerados experimentais.

Explicitacdo de possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participagdo na pesquisa
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O exame de densitometria 6ssea (DXA) envolve a exposi¢do a uma pequena quantidade
de radiacdo (0,002 mSyv; colocando em perspectiva, em um v6o de 1 hora vocé seria
exposto aaproximadamente 0,004 a 0,010 mSv, dependendo da localizagdo). Vocé ndo
sentird nenhumdesconforto e o exame é considerado seguro.

Se vocé tiver medo de agulhas, vocé podera sentir certo desconforto durante a coleta de
sangue, que podera causar um leve desconforto no local da picada, mas deve desaparecer
em um dia. Além disso, a agulha podera causar uma leve dor no local da picada, que deve
desaparecer logo apés o término do procedimento ou até 24 horas apds o exame. Em casos
menos comuns, um pequeno roxo (hematoma) aparece no local da picada, mas deve
desaparecer em até 7 dias.

Na bidpsia, vocé podera sentir uma dor leve a moderada por conta da anestesia e da coleta
do tecido de gordura. Além disso, ap6s o procedimento, vocé podera apresentar dor ou
inchagco no local, que devem desaparecer em até 7 dias. Em casos menos comuns, um
pequeno roxo (hematoma) aparece no local, mas deve desaparecer em até 7 dias.

A fim de evitar ou minimizar todos os desconfortos ou riscos descritos, as avaliagbes seréo
sempre conduzidas por profissionais treinados para as técnicas empregadas. Todas as
medidasde seguranca, que séo especificas para cada exame realizado, serdo empregadas a
fim de garantir o menor desconforto possivel durante sua participagao no estudo.

Em conjunto, os desconfortos ou riscos dos procedimentos descritos acima séo classificados
como médio.

Beneficios esperados para o participante

Vocé realizara alguns testes, que ndo séo rotineiros, como DXA, andlise da alimentagdo e do
seu DNA, estes testes podem trazer informacg6es importante em relagdo a sua saude no
presente momento. A suplementacao de acido félico e vitamina B12 pode trazer melhora da
inflamacéo e do quadro clinico da sua doenga. Logo, acreditamos que ela também sera
benéfica para sua saude.

Esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terdo direito os
participantes da pesquisa

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas. A pesquisadora responsavel é a Dra. Carolina
Nicoletti Ferreira Fino. A pesquisadora ira acompanha-la em todas as etapas do estudo,
desdeo recrutamento e realizacdo dos exames. Ao final do estudo a pesquisadora ira lhe
entregar 0s
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resultados dos seus exames, explicando o significado de cada um deles. Além disso, se
0s procedimentos ou tratamentos propostos neste estudo lhe causarem algum mal-estar ou
desconforto, vocé tera direito a tratamento médico no Hospital das Clinicas da Faculdade
deMedicina da USP.

Os resultados obtidos serdo analisados em conjunto com outros pacientes e mantidos em
sigilo.Serdo divulgados apenas em publicacdes cientificas, sem a mengdo dos seus dados
pessoais. Caso deseje, podera pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final da
pesquisa.

Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material coletado somente para
estapesquisa.

Garantias de plena liberdade ao participante de recusar-se a participar ou retirar o seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalizagdo alguma, de sigilo e
privacidade. Garantia de que o0 participante receber& uma via do termo de
consentimento

Vocé tem a liberdade de desistir ou interromper sua colaboracéo e deixar de participar deste
estudo no momento em que desejar sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento
nalnstituicao. Além disso, vocé recebera uma cdpia do presente termo de consentimento livre
e esclarecido.

Explicitacdo das garantias de ressarcimento por despesas decorrentes da pesquisa e
explicitacdo da garantia de indenizagcado por eventuais danos decorrentes da pesquisa

Vocé néo tera despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também n&o ha compensacéo financeira relacionada a sua participacéo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Armazenamento e cuidados com as amostras de sangue e tecido adiposo (gordura)

Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material coletado somente para
esta pesquisa. Todas amostras de sangue e de tecido de gordura coletadas ficardo
armazenadas naFaculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (de acordo com a
resolucdo 441/2011), em um freezer apropriado para o armazenamento do material e
protegido com um sistema de digital, pois as andlises descritas no tépico 2 precisam ser
realizadas em um momento posteriorao dia da coleta das amostras.

Caso parte das amostras coletadas ndo seja utilizada, manteremos suas amostras
sanguinease musculares por um periodo de até 3 anos ap6s a conclusdo do projeto, e entdo
iremos descarta-las, conforme normas vigentes, apés este periodo. Respeitamos esse
prazo pois
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ocasionalmente revistas cientificas ou a agéncia que financia nossa pesquisa pode nos pedir
andlises adicionais ou esclarecimentos. Dentro desse periodo, caso haja necessidade ou
interesse do nosso grupo de pesquisa ou de outros em realizar andlises adicionais com suas
amostras ja coletadas e armazenadas, o Pesquisador Principal entrara em contato com vocé
para explicar os motivos da nova analise e solicitar a sua aprovagdo. Caso vocé autorize o uso
das suas amostras para eventuais novas analises, pediremos que vocé assine um novo Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, o qual devera ter sido aprovado pelo comité de ética.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de duvidas. A Dra. Carolina Nicoletti Ferreira Fino pode ser encontrada no
endereco Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255 — 4° andar — LACRE — Laboratério deAvaliagao
e Condicionamento em Reumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
USP. Telefone: 2661-8022, e-mail: carol_nicolettif@yahoo.com.br. Se vocé tiver alguma
consideracéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-
1548, (11) 2661-1549; e-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br.

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Efeito da suplementacdo acido félico e
vitamina B12 no perfil epigenético de pacientes com lUpus e obesidade”.

Eu discuti as informagdes acima com a Pesquisador Responséavel (Dra. Carolina NicolettiFerreira
Fino) sobre a minha decisédo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os objetivos,
os procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo um via rubricada pelo
pesquisador.

Data / /

Assinatura do participante /representante legal

Nome do participante/representante legal

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo

Nome resumido do projeto: Epigenética, obesidade e lipus

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido versao 1.0 de 17 de maio de 2021 Confidencial

Nome do pesquisador: Carolina Nicoletti Ferreira Fino
Hospital Das Clinicas Da Faculdade De Medicina Da USP

Rubrica do Participante da

Pesquisa/Rrepresentante legal Rubrica do Investigador Responsavel

97



98

APENDICE A - Guia de Localizacio do LACRE e cadastramento para entrada no Hospital
das Clinicas

HOSPITAL DAS CLINICAS

AV. DR. ENEAS DE CARVALHO
AGUIAR, 255

CERQUEIRA CESAR, SAO PAULO/SP

CEP 05403-000

B
o Boixe 0 oplicotivo HC-ABRACATRACA" em seu
cehulor
EACRE e Clique em “Codastre-se” e preencha seus dados:
4" ANDAR DO PREDIO DOS RGHC, oniversario, CPF, nome completo, e-mail ¢
AMBULATORIOS crie uma senho.
) z e .-
e B
po
e
=
-
ENTRE EM CONTATO CONOSCO (JHULIA
OU LUCAS) QUE TE ENCONTRAREMOS
© crave om Meu arcode Caso ndo consiga EM FRENTE AS CATRACAS.
O it S
roch t um cédigo que QUi
iberor sua entroda no prédiol aplicativo...
-
e

ESTAMOS SEGUINDO TODAS AS ORIENTAGOES
PARA A PREVENClO DA COVID-19!
0 USO DE MASCARAS DE PROTECAO E OBRIGATORIO.

% KS
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APENDICE B - Guia de recomendagdes basicas para cuidado pos bidpsia de tecido
adiposo

6 o ADORNO LOCAL DA BIGPSIAE UM SINTOMA

CASO VOCE OBSERVE QUALQUER 4 —° COMUM E VAI PASSANDO AOS POUCOS. EM CASO

SANGRAMENTO, SECREGAO,
VERMELHIDAO OU FERIDA EDOR

DE DOR FORTE, PODE-SE FAZER USO DE
ANALGESICO COMUM, COMO PARACETAMOL

OU INCHAGO EXCESSIVOS, ENTRE (TYLENOLG).
EM CONTATO IMEDIATAMENTE.
'\ 9 NO DIA DO
EXAME, FAGA
COMPRESSA DE
Cu-ldados — GELO NO LOCAL
DO CURATIVO 3
VEZES AO DIA

POS BIOPSIA sk PORS

i A
NOFACAENEL  MINUTOS.

®

0 CURATIVO NAO DEVE SER
MOLHADO POR 48 HORAS. APGS
ESSE PRAZO, REMOVA-Q E LAVE O

——  LOCAL COM AGUA E SABAO
DURANTE 0 BANHO. SEQUE COM
TOALHA SEM ESFREGAR.

o

ATIVIDADES FiSICAS NAO DEVEM
SER REALIZADAS NAS PRIMEIRAS

48 HORAS POS EXAME E TAMBEM
DEVEM SER EVITADAS NA PRIMEIRA
SEMANA SEGUINTE.

PROTEJA O HEMATOMA DO SOL
PARA EVITAR MANCHAS
PERMANENTES.




